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: Adrenokortikotropik hormon

: Akciger karsinom

: Aktivator protein 1

: Adenozin difosfat

: Apoptoz proteaz activator protein 1
: Adenozin trifosfat

: B- hiicre lemfoma 2

: Bcl-2 hiicre 6liimii agonisti

: Bcl-2 antagonist/ katil

: Bel-2 iliskili protein X

: Bel-2 homoloji

: BH3 ile etkilesen 6liim agonisti

: Bel-2 ileetkilesen katil

: Bel-2 like protein 11

: Bel-2 iligkili ovarian katil

: Kalsiyum iyonu

: Sitozolik Ca®" konsantrasyonu

: Lewis Lung Karsinomanin ilk kesfedildigi fare soyu
: Clara hiicre 16

: Hiicre 6liim anomalite geni-9

: Caenorhabditis elegans

: Cluster of differentiation 8

: Koloni olusturan birim

: CCAAT-enhancer-binding protein homologous protein
: Klor

: Santimetrekare

: Karbondioksit

: Siklooksijenaz-2

: Kemokin (C-X-C motif) ligand

: Diyod serili cihazlar
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°C : Santigrat derece
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DSM : Diagnostic and statistical manual of mental disorders
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ELISA : Enzyme linked immiino sorbent assay
eNOS : Endotelyal nitrik oksit sentaz

Fe* : Demir iyonu

FLICE : FADD-homolog ICE/CED-3 benzer proteaz
Fmlp : N- formil-metionil-16sil-fenilalanin
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GSSG : Glutatyon disiilfid

GTP : Guanozin trifosfat

H' : Hidrojen iyonu

HIN1 : Pandemik influenza A viriisii

HIV : Human immunodeficiency viriis

HPLC : Yiiksek basingli s1vi kromatografisi
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i.p. : Intraperitoneal
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mRNA
Na'
NaOH
NADPH
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pH
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: Metrekare

: Mililitre
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: Minimum inhibitor konsantrasyon

: Mitokondriyal dis zar gecirgenligi
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OZET

Kronik Sigara Kullaniminin Akcigerde Neden Oldugu Apoptoz Uzerine Kantaron
Ekstresinin Koruyucu Rolii

Sigara dumam maruziyeti bircok dokuda c¢esitli hasarlara neden
olmaktadir. Bu tehlikeli durumlarda pek ¢ok apoptotik siire¢ rol oynamaktadir.
Ancak hasarin mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilmamistir. Yaptigimiz
calismada, fare akcigerlerinde sigara dumam maruziyetinin neden oldugu
apoptotik mekanizmalar1 arastirmayr ve Hypericum perforatum ekstresinin
potansiyel koruyucu etkilerini degerlendirmeyi amacgladik. Deneysel ¢alismada
fareler (Swiss albino, erkek, 8 haftalik) kontrol (sigara dumanina maruz
birakilmayan; n=8), sigara dumanma maruz birakilan grup (n=8) ve H.
perforatum ekstresi grubu (sigara dumani maruziyeti ile; n=8; gavaj yoluyla)
olacak sekilde ii¢ gruba ayrilmistir. Sigara dumani uygulamasi iki ay boyunca
haftada yedi giin devam etti. Iki ay sonunda, fareler servikal dislokasyon ile
oldiiriildii ve akcigerleri izole edildi. Akciger dokular, kaspaz-3, Bax ve Bcl-2
isimli apoptoz belirleyicilerinin seviyelerini belirlemek amaciyla ELISA yontemi
kullanilarak calisildi. Sigara dumanina maruz birakilan farelerin akcigerlerinde
kaspaz-3 ekspresyonu ve Bax protein seviyelerinin anlamh bir sekilde arttig1 ve
Bcl-2 seviyelerininazaldig1 gozlendi. Bu bulgularin H. perforatum uygulamas ile
tersine cevrildigi belirlendi. Yaptigimiz ¢alismada sigara dumani maruziyetinin
apoptoza neden oldugunu ve bunun H. perforatum ekstresi tarafindan bloke
edildigini gozlemledik. Caliyma, sigara icen insanlarda daha fazla gozlenen
akciger hastaliklarimin altinda yatan patolojik mekanizmalarin anlasilmasi
acisindan dikkat ¢ekmektedir. Bu yiizden cahismamiz akciger fonksiyonlarinda
apoptozun potansiyeletkisi ve H. perforatum’ un koruyucu roliiniin arastirildig
ileriki calismalar icin degerli bilgiler saglamaktadir.

Anahtar_Sozciikler: Apoptoz, Fare Akciger, Hypericum Perforatum, Koruyucu
Etkiler, Sigara Dumani

XV



ABSTRACT

Protective Effects of St. John’ s Wort Extract on Apoptosis in Lung by Chronic
Cigarette Smoke

Exposure to cigarette smoke causes a variety of damages to human tissues.
Many apoptotic processes play important roles in these hazards. Mechanisms of
these damages have not been clearly identified yet. In our study we aimed to
investigate the underlying apoptotic mechanisms of the cigarette smoke exposure
on mice lung tissues and evaluate potential protective effects of Hypericum
perforatumextract. In experimental study, mice (Swiss albino, male, age: 8 weeks)
were divided in three groups as control (without cigarette smoke exposure; n=8),
cigarette smoke group (n=8) and H. perforatum extract group (with cigarette
smoke exposure; n=8; by gavage). The cigarette smoke application continued 7
days in a week during two months. In the end of two months, the mice were killed
by cervical dislocation and their lungs were isolated. Lung tissues were studied
with ELISA method to determine the levels of determinants of apoptosis namely
caspase-3, Bax and Bcl-2. Smoke treatment increased caspase-3 expression and
Bax protein levels significantly and decreased Bcl-2 levels in mice lungs. These
findings were detected to be reversed with H. perfaratum extract pretreatment. In
our study; we showed that cigarette smoke exposure causes apoptosis and this was
shown to be blocked by H. perfaratum extract. The study might has a contribution
for understanding the underlying pathological mechanisms of lung diseases which
were observed more in human with cigarette smokers. Therefore this study
provides valuable informations for further studies which should investigate both
the potential effect of apoptosis in lung function and protective role of H.
perfaratum.

Key Words: Apoptosis, Cigarette Smoke, Hypericum Perfaratum, Mice Lung,
Protective Effects
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1. GIRIS

Akcigerler gaz degis tokusunun gergeklestigi esansiyel organimizdir. Bu organ
oksidatif fosforilasyon icin gerekli oksijen absorbsiyonu ve pH regiilasyonu i¢in gerekli
karbondioksit salimin1 saglar. Benzer sekilde toksik gaz degisimi de bu sistem
icerisinde gergeklesir (1).

Sigara i¢iminin inflamasyondan kansere uzanan c¢esitli kronik pulmoner ve
kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkili oldugu bilinmektedir (2). Sigaranin en Onemli
hastalik nedeni oldugu DiinyaSaglik Orgiiti (DSO) tarafindan tamimlanmaktadir.
Diinyada neredeyse 5 milyon insan her yil sigaraya bagli olarak hayatini kaybetmektedir
(3).

Sigara duman1 4700’ {in lizerinde teshis edilmis bilesenlerin yer aldig1 kompleks
bir karisimdir (2). Nikotin, 4-(N-metil-N-nitrozamino)-1-(3-piridil)-1-biitanon (NNK)
ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar gibi bazilarinin zehirli ve karsinojenik oldugu
bilinmektedir (4).

Sigara igcilirken viicutta yiiksek miktarda serbest radikal ve reaktif oksijen
tirevleri ortaya c¢ikmaktadir.Sigara dumani igerisindeki serbest radikallerin sigara
icmenin advers etkilerinin sebebi oldugu pekgok calisma ile gdsterilmistir. Sigara
dumani lipit peroksidasyonu, protein tiyollerin oksidasyonu ve plazmadaki protein
karbonillerin degisikligine sebep olmaktadir (2). Sayisiz bircok makalede sigaranin
insan doku ve organlarinin hemen hepsinde olumsuz etkilere yol actig1 bilinmektedir (5-
9). Epidemiyolojik calismalar, sigara kullaniminin trombozis, ateroskleroz gelisimi,
miyokard infarktiisli, vaskiiler graft basarisizlig1 ve koroner arter hastaliklarindan 6liime
sebebiyet vermesi ile birlikte hipertansiyon ve endotelyal disfonksiyonun 6nemli
nedenlerinden oldugunu gostermistir (10-13).

Sigara kullanimi kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) riskini artirir. A
vitamininin azalmasina neden olarak akciger parankim hiicrelerinin yikimimna ve
elastikiyetinin azalmasina bagl bir hastalik olan amfizemin gelisimine neden olur (8).
Sigara kullanimi serbest oksijen radikallerinin artmasina neden olarak oksidatif stresi
artirir.  Artan oksidatif stres nitrik oksit (NO) inaktivasyonu yaparak endotelyal
disfonksiyona yol acar ve normal koroner damarlarin kan akiminin azalmasina neden

olur (9).



Sigara dumanindaki benzopirenler ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar ligand
olarak arilhidrokarbon reseptdrlerine baglanarak sitokrom P450 (CYP450) enzimlerinin
ekspresyonunu arttirir. Bu enzimler ¢oklu ilag rezistans iliskili proteinler ve
protoonkogenlerin aktivasyonuna yol acgarak potansiyel klonalkanser kok hiicrelerinin
¢ogalmasina ve tiimor biiyiimesine yolagar (2).

Sigara dumaninin arttirdig1 oksidatif stres DNA fragmentasyonununa neden
olur.Bu da proapoptotik kaspaz-3 enzimi ve Bax proteininin aktivitesini artirip
antiapoptotik Bcl-2 aktivitesini azaltarak apoptoz yolagin aktive eder (14,15).

Yunanca apo (ayri) ve ptozis (diisen) kelimelerinden koken alan apoptoz, ilk kez
Kerr ve arkadaglar1 tarafindan tanimlanmis olup, hasarli veya enfekte hiicrelerin diger
hiicrelere zarar vermeden kendi kendilerine yok olmasi olarak tanimlanmaktadir. Bu
nedenle diger bir deyimle “hiicre intihar1” olarak nitelendirilebilmektedir(16,17).

Apoptoz; hiicre biiziismesi, kromatin kondensasyonu, intraniikleozomal DNA
fragmentasyonu ve apoptotik cisimlerin olusumu ile karakterize kompleks bir olaylar
biitiinlidiir. Bir sistein proteaz sinifi olan kaspazlarin memeli hiicrelerinde apoptotik
stirecin ana belirleyicisi oldugu diisiiniilmektedir. Kaspaz ailesinin en yaygin ¢alisilan
tiyesi olan kaspaz-3’ {in pekcok proteinin proteolitik ayrilmasindan kismen veya
tamamen sorumlu oldugu bilinmektedir (18).

Tanimlanmis 20 farkl iiyesi bulunan Bcl-2/Bax gen ailesinin bazi lyeleri
apoptoz siirecinibaglatirken (apoptotik genler), bazilar1 bu siireci inhibe etmektedir
(antiapopitotik genler)(17).

Apoptotik sinyal alindiktan sonra Bax proteinleri mitokondri zarinda
degisikliklere yol acar. Bdylece sitokrom c¢ ve apoptoz indiikleyici faktér gibi
mitokondri zar icindeki faktorler stoplazmaya gecer.Sitoplazmada bulunan Apaf-1’e
baglanan sitokrom c,prokaspazlari harekete gegirerek kaspaz aktivasyonunu baslatir
(17).

Sigara dumaninin ve devaminda gerceklesen apoptozun olusturdugu bu olumsuz
etkilere karsin calismamizda kullandigimiz bitkinin ( Hypericum perforatum Linn.)
cesitli yararlar1 vardir. Tiirkiye’ de halk arasinda “’kantaron’ ve Ingilizce’ de *’St.
John’ s wort’’ olarak bilinen Hypericum perforatum L., Avrupa, Asya, Kuzey Afrika ve
Amerika’ dayetisen Hypericaceae familyasina ait ¢ok yillik otsu bir bitkidir (19) (sekil
1.1)(20).



Sekil 1.1. Hypericum perforatum L.(Hypericaceae)(20)

Bitki yiizyillar boyunca tibbi amagclarla kullanilmistir. Hafif- orta dereceli
depresyon (21), yara iyilesmesi (akut ve zedelenmis yaralar) (22), birinci derece
yaniklar (22), miyalji (kas agris1) (22), mevsimsel duygulanim bozuklugu (23), obsesif
kompulsif bozukluk (24), premenstriiel sendrom (25), menapoz (26), pediyatrik
noktiirnal inkontinens tedavisinde (27) ve analjezik, trankilizan, antihelmintik, iilser
tyilestirici ajan (28) olarak kullanilmaktadir.

Bitkinin bilesiminde bulunan naftadiantronlardan hiperisin ve psddohiperisin ile
kersetin, hiperin gibi farkli flavonoitler; floroglusinol, ucucu yaglar ve ksantonlarin
antidepresan, antimikrobiyal, antioksidan ve antiinflamatuar aktivite gosterdigi

saptanmustir. Bitkinin farkli ekstrelerinin de antiviral ve gram pozitif bakterilere karsi



antibakteriyel ajanlar olarak etkili oldugu ve yara iyilestirme potansiyeline sahip oldugu
gosterilmistir (29).

Ayrica kantaronun biyoaktif maddelerinin apoptoz yolagini diizenledigi yapilan
calismalarda gosterilmistir (30,31). Bu nedenle yaptigimiz ¢alismada sigara dumani
maruziyetinin fare akciger dokusunda aktive ettigi apoptotik yolak lizerine, apoptoz
diizenleyici rolii oldugu bilinen kantaron ekstresinin nasil bir etki olusturacagi ve bu

etkinin molekiiler mekanizmasi arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Akcigerler

Solunum sistemi, solunum yoluyla alinan oksijenin kanda metabolizasyon
sonucunda olusan karbondioksitle degis tokusunu saglayan sistemdir. Solunum sistemi
farkli iki boliimden ibarettir. Bunlar, {ist solunum yolu ve alt solunum yoludur (Sekil
2.1). Alt solunum yolu trakeanin alt boliimii, ana brons ve akcigerlerden olusmaktadir.
Alt solunum yolu igerisindeki yapilar gdgiis boslugu (toraks) i¢inde yer alir. Akcigerde
bulunan respiratuvar bronsiol, duktus alveolaris ve alveol keseleri gaz aligveriginin

yapildig1 solunum alanlaridir (1,32,33).
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Sekil 2.1. Solunum sistemi boliimleri (33)

Akcigerler gogiis kafesinde bulunan mediasten boslugunun iki yaninda yer alir.
Mediastinal yapilara hiluslar ile baglanmiglardir. Hiluslarda akcigere giren ve
akcigerden cikan yapilar; bronslar, arterler, venler, sinir pleksuslari, lenf damarlari, lenf
bezleri ve pulmoner ligament bulunmaktadir (sekil 2.2). Hilus disinda tim akciger

ylizeyleri viseral plevra ile kapli halde serbest olarak bulunur (33).
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Sekil 2.2.Akcigerlerin dig yandan goriiniisii (33)

Akcigerler dis kisimdan merkeze dogru uzanan ve fissiir adi verilen yariklar ile
loblara ayrilmistir.Viseral plevra, akcigerleri ve fissiir yiizeylerini oOrterek loblarin
birbirinden biitlinliyle ayrilmalarin1 saglar. Sag akcigerde oblik (major) ve horizontal
(minor) fissiirler ile ayrilmis siiperior (list) , middle (orta) ve inferior (alt) olmak iizere
ticlob, sol akcigerde oblik fissiir ile ayrilmissiiperior (iist) ve inferior (alt) olmak {izere
iki lob bulunur. Sagda horizontal fissiir list lobu orta lobtan, oblik fissiir iist ve orta lobu
alt lobtan ayirir. Sol akcigerde orta lobun karsiti olan lingula iist loba aittir. Oblik fissiir
sol akcigerde {ist ve alt lob arasinda bulunup, bunlar birbirinden ayirir (sekil 2.2).Bazi
kisilerde horizontal ve oblikfissiirlerin disinda aksesuar fissiirler de bulunmaktadir.

Azygoz fisslirii aksesuar fissiirlerin en sik goriilenidir(33).

2.1.1. Segmenter anatomi

Akciger loblar1 bronsglarin dallanmasi ile olusan segmentlere ayrilmstir.
Segmentler tepesi akcigerin merkez (hilus) bolgesinde bulunan ve tabani akcigerin dis
kismmma dogru uzanan, kendi bronsu, atardamari ve toplardamart olan piramid
biciminde yapilardir. Segmentlerl-2 santimetre ¢apli lobiillerden olugmustur. Lobiiller
ince bir bag dokusu septasiyla birbirlerinden kismen ayrilabilen en kii¢iik anatomik
birimlerdir. Segmentlerin sayilar1 ve dagilimlart sag ve sol akcigerde farklilik
gostermektedir.Sag akcigerde on, sol akcigerde sekiz segment bulunur(sekil 2.3).Sol iist
lobda bulunan apikal ve posterior segmentler ortak bir bronsa agilirken, kalbe komsu

akciger bolgesinde ayr1 bir medial bazal segment bulunmamaktadir (33).
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Sekil 2.3. Akcigerlerin segmenter anatomisi (33)

Sag akciger list lobunda apikal, anterior ve posterior, orta lobunda lateral ve
medial, alt lobunda siiperior (apikal), anterior, lateral ve posterior segmentler
bulunmaktadir. Segmentlerde bulunan bronglar, bulunduklar1 segmentin adiyla
anilmaktadir.Segmentlerin anatomik ve fonksiyonel olarak ayr1 birimler olmasi hastalik

durumunda cerrahi olarak ¢ikarilabilmelerine olanak saglar (33).

2.1.2. Brons agacinin yapisi

Kikirdaklar ana bronsglarin akciger i¢i boliimlerinde ve alt lob bronglar etrafinda
halka seklini almis olup; periferde diizensiz yapraklar halini alarak, subsegment
bronslarinda kaybolur. Bronglar titrek tiiylii yiiksek silendirik epitel ile kaplidir. Lamina
propria altinda bol miktarda miikéz ve ser6z submukozal salgi bezleri ve Goblet
hiicreleri yer alir (sekil 2.4a) (33).

Brongiyollere dogru gidildik¢e, mukoza epiteli ile kikirdaklar arasinda yer alan
diiz kaslargiderek kalinlasir, nazofarinksten itibaren solunum yolu mukozasinda yer alan
Goblet hiicreleri giderek azalir ve kiigiik bronsiyollerden itibaren kaybolur (sekil 2.4b).

Bronsiyol duvarinda mukoza yiizeyinde yogun olarak bulunan lenfoid hiicrelerin



olusturdugu mukozayla iliskili lenfoid doku (BALT), lokal bagisiklik sisteminin bir
parcasidir (33).

Caplart 1 milimetrenin altinda olan bronsiyollerin duvarlarinda kikirdak ve
submukozal bez yapis1 olmay1p; diiz kas tabakasi oldukea gelismistir. Ozellikle astimda
bu bolgedeki diiz kaslarin kasilmasi havayolu obstriikksiyonuna neden olur. Biiyiik
bronsiyoller; titrek tiiylii silindirik epitel ile kaplanmis durumda iken, terminal
bronsiyoller titrek tiiylii olmayan kiiboid tipteki epitel hiicreleri ile kaphdir(sekil 2.4c).
Terminal bronsiyollerin duvarinda Clara hiicreleri bol miktarda yer alir. Bu hiicreler
ozellikle ekspiryumda bronsiyal liimenin daralmasini 6nleyen siirfaktan benzeri madde
ve fonksiyonu tam olarak belirlenemeyen 6zel bir protein (CC16) salgilarlar. Ayrica
iyon (CI') transportunda da etkili olabilecekleri diislinilmektedir. Respiratuvar
bronsiyollerin duvar yapisi terminal bronsiyollere benzer. Bu alanda Goblet hiicreleri

tamamen kaybolup, Clara hiicreleri goriilmeye devam eder. Bu diizeyden itibaren gaz

aligverisi baslar (33).
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Sekil 2.4. Brons agacinin yapist (33)



2.1.3. Asiniis, alveolar yapi, interstisyum

Her bir terminal bronsiyoliin distalinde asiniis adi verilen terminal solunum
tiniteleri yer alir. Asiniis ardisik li¢ dallanma gdsteren respiratuvar bronsiyolleri, alveol
kanallarin1 (ductus alveolaris) ve alveol keselerini icerir. Alveol kanallari, duvarlarinda
diiz kas bulunan en ug¢ havayollaridir. Respiratuvar bronsiyollerden itibaren havayolu
duvarlarinda bulunan alveollerin sayis1 giderek artar; alveol kanallarinin yiizeyleri
tamamen alveollerle kaplanmistir. Alveoler kanallar iki veya {i¢ alveol kesesine agilirlar.
Dogumda ortalama 50 milyon kadar olan alveol sayisi, eriskinde her bir akciger igin
yaklasik 300 milyona ulagir. Bilylime-gelisme sirasinda alveollerin sayisinda ve toplam
alveol yiizey alaninda genisleme olur. Eriskin bir insanda alveol yiizey alan1 yaklasik 80
m?* lik bir kapasiteye sahiptir (33).

Alveol yiizeyinin yaklasik %90-95 i Tip-1 yasst epitel hiicreleri ile kaplidir
(sekil 2.5). Bu hiicreler bazal membran iizerinde ortiicii 6zelliktedir. Alveol ylizeyinin
genis ve alveol-kapiller membranin 0.4 mikron kalinliginda olusu gaz difiizyonuna

olanak saglar (33).
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Sekil 2.5.Alveol yapisi (33)

Stirfaktan, alveol epitelinde i¢ yiizeyde bulunur ve alveollerdeki hava

bosaldiginda yiizey gerilimini azaltarak atelektazi olusumunu Onler. Siirfaktanlar ayni



zamanda alveol ve interstisyum arasinda sivi aligverisinin gerceklesmesini saglar.Bu
etki alveoler 6dem gelisimini zorlastirir (33).

Alveollerde epitelyum hiicreleri disinda fagositer makrofajlar ve c¢esitli
mediyatorler salgilayan mast hiicreleri bulunur. Alveoler makrofajlar alveol igine
ulasmis toz partikiillerin ve enfeksiyon etkenlerinin fagositozu yaninda, dejenere

stirfaktanin alveollerden uzaklastirilmasini saglarlar (33).

2.1.4. Akcigerlerin damarlari

Akcigerler pulmoner arterlerle sag ventrikiilden gelen vendéz kanmi alarak
oksijenlenmek tiizere kapiller bolgeye tasirken, sistemik dolasimdan da kendi
beslenmesi i¢in gerekli olan arteriyel kani alir. Akciger kanlanmasinin biiyiik boliimiinii
pulmoner arterler karsilar. Bronsiyal arterler inen aorta ve iist interkostal arterlerden
kanlanirlar. Bronglar, bronsgiyoller, akciger i¢i arter ve venlerin duvarlari bronsiyal
arterler yolu ile beslenirler. Bronsiyal arterler ayrica sinirleri, akciger i¢i lenf
diigiimlerini ve bag dokusu septalarim1 kanlandirir. Sistemik  dolagimdan
kaynaklandiklar1 i¢in pulmoner arterlere gore daha yiiksek basing gosterirler. Bu
nedenle hemoptizilerde 6nemli role sahiptirler. Bronsiyal venler biiyiik bronglarin ve

hiler yapilarin vendz drenajini saglarlar (33).

2.1.5. Akcigerlerin innervasyonu

Akcigerler parasempatik sinirlerini nervus vagus’ tan, sempatik sinirlerini ise 2-
4. torasik sempatik ganglionlardan gelen dallardan alir. Bu iki sisteme ait dallar, hilusun
oniinde ve arkasinda pleksus yaparlar. Bu pleksustan kdken alan lifler arter ve bronglara
eslik ederek akciger i¢inde bir ag olusturur.Aferentvagus lifleri, oksiiriik refleksi ve
akcigerlerin inspiryumda gerilmeleriile ortaya g¢ikan Hering- Breuer refleksleri ile
ilgilidir. Eferent vagus liflerinin stimiilasyonu diiz kas spazmina, mukus brons
bezlerinden sekresyon artisina ve vazodilatasyona neden olurlar. Eferent sempatik lifler
ise inhibitor etki gosterirler.Bronslarin ve viseral plevranin temas duyusuaferent

sempatik lifler tarafindan saglanmaktadir(33).

10



2.1.6. Ventilasyon-perfiizyon iliskisi

Efektif gaz degisimi ventilasyon perflizyonun meydana geldigi gaz degisim
tiniteleri ile iliskilidir. Bu etkin gaz degisimi tiim akcigerdeki esit dagilim gosteren
ventilasyon ve perfiizyon ile meydana gelir. Ancak gercekte, bu olay normal bir
akcigerde esit meydana gelmez. Ciinkii, kan akimi akcigerin degisik bolgelerindeki
hidrostatik ve yercekimi giiclerinden etkilenerek esit dagilmaz. Ayni sekilde ventilasyon

da akcigerin gesitli bolgelerinde farklilik gosterir(32,33).

2.1.7. Difiizyon

Solunum olayinda difiizyon baslica O, ve CO,’ nin alveol pulmoner kapiller
arasindaki gegisini tanimlar. Bu gazlarin her birinin difiizyon hizi ayni gazin tek basina
ortamda olusturdugu basingile dogru orantilidir. Gazlarin alveolden kana gegebilmek
icin alveol duvari, kapiler duvar, plazma ve eritrosit membranlarini kat etmeleri gerekir.
Bu boélgelerin herhangi birinde meydana gelecek bozukluk, diflizyonun o bolgede
gerceklesmesini engeller. Ancak rezervi ¢ok yiiksek olan akcigerde gelisecek bolgesel

difiizyon bozukluklar1 klinik duruma hemen yansimaz. (32,33).

2.2. Sigara Dumam

2.2.1. Sigaranin I¢erigi

Sigara dumani igerisinde farmakolojik olarak etkin4000’den fazla
bilesenbulunmaktadir. Bu maddeler antijenik, sitotoksik, mutajenik ve karsinojenik
olarak degerlendirilmektedir. (Cizelge2.1) (34). Sigara dumani; gaz ve partikiil fazi
olmak tizere iki faza ayrilmaktadir. S6zkonusu iki fazi tanimlamada Cambridge glass-
fiber filtresi kullanilmigtir. Partikiil fazt cam fiber filtredengegen sigara dumaninin
filtrede kalan kismi iken, filtreden gecen kisim ise gaz fazi olarak tanimlanmaktadir
(35).Partikiil fazinda, aromatik hidrokarbonlar gibi karsinojenik maddelerin olusturdugu
katran ve ¢aplar1 0,1-1 mikron arasinda olan ¢esitli partikiillerbulunurken, gaz fazinda

ise birtakim kimyasallar, azot ve hava yer almaktadir (35,36).
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Cizelge 2.1. Sigara dumanindaki baz1 maddeler(34)

Partikiil Faz1 | Bashca etki Gaz Fan Bashica etki
Tar (katran) Mutajenik Karbonmonoksit | Oksijenin hemoglobine
Karsinojenik baglanmasini bozar
Nikotin Doza bagimli uyarici| Nitrojen Oksitler | Irritan
veya parasempatik Proinflamatuar
kolinerjik  reseptorler Siliyotoksik
lizerine depresor
Aromatik Mutajenik Aldehitler Irritan
hidrokarbonlar| Karsinojenik Proinflamatuar
Siliyotoksik
Fenol [rritan Hidrosiyanik asit | Irritan
Mutajenik Proinflamatuar
Karsinojenik Siliyotoksik
Krizol [rritan AKkrolein [rritan
Mutajenik Proinflamatuar
Karsinojenik Siliyotoksik
Naftilamin Mutajenik Amonyak [rritan
karsinojenik Proinflamatuar
Siliyotoksik
Benzo(a)piren | Mutajenik Nitrozaminler Mutajenik
Karsinojenik Karsinojenik
Katekol Mutajenik Hidrazin Mutajenik
Karsinojenik Karsinojenik
indol Tlimor hizlanmasi Vinil klorid Mutajenik
Karsinojenik
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Sigara i¢ildiginde agizdan ¢ekilen duman, ana duman (mainstream) olarak
adlandirilirken, sigaranin yanan kismindan yayilan duman ise yan duman (sidestream)
olarak adlandirilmaktadir. Cevresel etkilerin yaklasik %85°1 yan duman nedeniyle
ortaya c¢ikmaktadir veyandumanin toksik gaz igerigi ana dumana gore ¢ok
yiiksektir(37).

Sigara komponentlerinin hangi hastaliklarla iligkili oldugu kesin olarak
bilinmemekle birlikte, bu maddelerin farmakolojik 6zelliklerinden yola cikilarak elde
edilmis bazi veriler bulunmaktadir.Sigara dumaninin heterosiklik hidrokarbonlar,
inorganik bilesikler, aldehidler, N-nitrozaminler, radyoaktif elementler, poliaromatik
hidrokarbonlar ve ugucu karsinojenler olmak {izere 43 adet karsinojen bilesik icerdigi

belirtilmektedir (38-40).

2.2.1.1. Karbonmonoksit

Insan saghgmna en zararli bilesiklerden biri olan karbonmonoksit (CO) sigara
dumaninin gaz fazinda yer almaktadir ve sigara dumaninda 9%3-5 oraninda
bulunmaktadir. Kanda oksijenin tasginmasini saglayan hemoglobine, oksijenin 200 kati
bir afinite ile baglanir ve az miktarda karbonmonoksit bile oksijenin dokulara yetersiz
dagilmasina neden olur. Hemoglobine baglanan karbonmonoksiti ifade eden HbCO
degerinin %60’1n iizerine ¢ikmasi durumunda kisinin hayatta kalmasi miimkiin
olmamaktadir. CO sebep oldugu hipoksi nedeniyle kalp kaslarina dogrudan zarar

vermektedir (38,41).

2.2.1.2. Azot Oksitler

Toksik ve ayn1 zamanda renksiz bir gaz olan NO oksidasyona ugrayarak azot
dioksite (NO,) doniisiir. NO, azot monoksit varliginda nitroz aside doniisiir. Nitroz
asitler aminlerle karsilastiginda N-nitr6z aminlere doniisiirler ki bu nitr6z aminler

karsinojendir (38).

2.2.1.3. Aldehit ve Ketonlar
Sigara dumaninda yiiksek konsantrasyonlarda bulunan asetaldehitin nikotin ile
birlikte kronik kalp hastaliklar1 ve siniis tasikardisinin nedeni olabilecegi One

stiriilmektedir (38).
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2.2.1.4. Nitroz Aminler
Nitroz aminlerin en ¢ok karaciger, 6zafagus, solunum sistemi, kolon ve bobrek

tizerine kanserojen etkisi s6z konusudur (41).

2.2.1.5. Hidrojen Siyaniir

Sigara dumanindaki toksik maddelerden biriolan hidrojen siyaniir (HCN)
filtreler ile sinirli uzaklastirilma kapasitesine sahiptir. HCN derigimi filtresiz sigarada
28-39ug iken, bu deger seliilozasetat filtrelerde 24-30 pg, bu filtreye karbon filtre ilave
edildiginde 14ug olarak Slgiilmiistiir (36).

2.2.1.6. Katran

Sigara dumaninda tiimore neden oldugu tespit edilmis veya olas1 karsinojen olan
bilesenler poliniikleer aromatik hidrokarbonlar ile N-heterosiklik hidrokarbonlardir.
Sigara dumanindaki katranin asidik fraksiyonlarmin tiimér olusumuna neden oldugu

bildirilmistir (36).

2.2.1.7. Aromatik hidrokarbonlar

Fare derisi boyama testleri sonucunda; polisiklik aromatik hidrokarbonlardan
benzopirenin (3, 4-benzipiren; 3, 4-benzopiren; benzpiren; benzopiren) sigara
dumaninda bulunan esas karsinojenik maddelerden biri oldugu tespit edilmistir. Sigara
dumaninda bulunan benzopirenler, oksidan molekiillerin metabolizmasinda rol alan
mikrozomal epoksit hidrolaz enzimini arttirarak oksidanmolekiillerin gerektigi kadar

ortadan kaldirilmamasi sonucu oksidatif hasara neden olmaktadir (42).

2.2.1.8. Nikotin

Igeriklerinde azot atomu bulunduran alkaloitler bazik dogal bilesiklerdir. 1828
de Rossett ve Reiman tarafindan ilk defa tiitlin yapraklarindan elde edilen nikotin
(Nicotiana Tabaccum), tiitiin alkaloitlerinin %9011 olusturmaktadir. Tiitlinliin gercek
nikotin igerigi % 0,25 olmakla birlikte sigara tiitiinii % 1-2 nikotin icermektedir (43).

Sigara dumaninda bulunan nikotin; katrantanecikleri {izerinden ayrildiginda,
hizla akciger tarafindan absorbe edilmektedir. Sigara dumani inhale edildikten 8 saniye

sonra igindeki nikotin beyine ulasmakta olup, nikotinin plazmadaki en yiiksek degeri
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25 ila 50 ng/ml'dir (36). Nikotinin yarilanma omrii kisadir ve absorbe edildikten sonra
hizlica metabolize edilerek, daha uzun yarilanma Omriine sahip olan kotinine
dontismektedir. Titiinlin bagimlilik olusmasina yolacan komponenti nikotin, nikotinik
reseptorlere ¢ok yiliksek afinite gostermektedir. Nikotinik reseptorler ¢ok ¢esitli
yapilarda bulunmas: sebebiyle bu madde, karmasik farmakolojik etkiler
gostermektedir(44). Nikotin, kolinerjik yapilar1 baglangicta stimiile ederken siirekli
depolarizasyon ve reseptdr duyarsizlagsmasi sonucu bu yapilar felg etmektedir. Diisiik
dozda, otonomik gangliyonlarda ve adrenal medullada stimiilasyon yapmakta ve impuls
asirimini kolaylastirirken, fizyolojik dozlarda ise nabiz artigina, periferal ve koroner
vazokonstriksiyona neden olmasi ve pihtilagsma iizerine olan etkileri sebebiyle iskemik
kalp hastalig1 patojenezinde rol almaktadir (45). Ayrica mukosiliyer klerens iizerinde

diisiik dozda stimulan, yliksek dozda depresan etki gostermektedir (42).

2.2.1.9. Diger maddeler

Sigaranin i¢inde bulunan agir metallerden biri olan ve toksik etkilere sahip
kadmiyumun (Cd) % 701 sigara icilmesi esnasinda sigara dumanina
geemektedir(36). Viicutta bulunan savunma mekanizmalari Cd’nin
alveolarmembranlarda olusturdugu etkiile bas edememekte ve Cd kalici hasarlar
olusturmaktadir.Cd olduk¢a ugucudur ve toplam sigara Cd igeriginin ¢ok yiiksek bir
ylizdesi, sigaradaki diger bir¢ok toksik metalden daha etkili bir sekilde ana dumana
gecmektedir (46).

Cd’ nin bir proinflamatuar sitokin indiikleyicisi ve karsinojen etkisi nedeni ile
akciger ve bobrekler gibi pek ¢ok organ dokularinda hastaliklara neden olan bir madde
oldugunu o6ne siiren kanitlar vardir. International Agency for Research on Cancer
(IARC) tarafindan Grup 1 insan karsinojeni olarak siniflandirilmistir. Cd’ ye maruz
kalinmasi ile bobrek ve prostat kanseri arasinda pozitif bir iliski oldugu kararina
varmistir (46). Cd’ nin uzun sureli maruziyeti bu metalin karacigerde birikmesine neden
olmaktadir. Cd hepatositlerin apoptozunu indiiklemektedir (47). Bu sebeple sigara
dumaninin uzun siire solunmasi karaciger dokusunda yapi bozukluguna neden
olmaktadir.

Sigaranin endotelde olusturdugu hasarin baslica sorumlusu duman ile birlikte

inhale edilen metal iyonlaridir. Bu metal iyonlar1 (demir, bakir) serbest radikal
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iiretimine sebep olarak oksidatif hasaraneden olmaktadir. Bu oksidatif hasar, hiicre
icinde kalsiyum artisina neden olarak kalsiyumla aktiflesen proteazlar1 harekete

gecirmekte ve endotel hasarini arttirmaktadir(48-51).

2.2.2. Sigaranin Viicut Uzerine Genel Etkileri

Sigara direkt Oliimle sonlanmayan yaklasik 50 kadar kronik hastalikla
iliskilendirilmekte olup, akciger kanseri, KOAH ve periferik aterosklerozun ana nedeni
olarak gosterilmektedir. Kardiyovaskiiker ve serebrovaskiiler hastaliklarinin ise baglica
sebepleri arasindadir. Ayrica, tim kronik akciger hastaliklarinin %80’inden, kalp
hastalig1 ve kansere bagl 6liimlerin de {icte birinden sorumlu olarak bulunmustur (52).

Yapilan ¢aligmalarda sigaranin, hem kadin hem de erkeklerde ani 6liim riskini
arttirdigl, giinde 20 sigaradan fazla sigara igen bireylerdeki ani Oliim oraninin,
icmeyenlere gore 5 kat daha fazla oldugu bildirilmektedir(36). Ayrica, sigara icenlerin
morbidite oran1 da igmeyenlere oranla daha ytiksektir. Sigara igenler,yiiksek morbidite
oranlar1 sebebi ile icip birakanlara veya hi¢ icmemislere gore giinliik aktiviteden daha
fazla yoksun kalmakta; daha fazla is giicii kaybina maruz kalmaktadirlar. Sigara icmeye
ergenlik caginda baslayip, uzun siire siirekli sigara icen bireylerin yarisi sigaradan

hayatin1 kaybetmekte ve bu 6liimlerin yaris1 da orta yaslardagoriilmektedir (52).

2.2.2.1. Solunum Sistemi Uzerine Etkileri

Sigara, KOAH gelisiminde en 6nemli risk faktoriidiir. Amerika’da ve diger
gelismis iilkelerde KOAH gelisiminden %80-90 oraninda sigara sorumlu tutulmaktadir.
Tiim sigara kullanicilarinin %50’sinde kronik bronsit, %15-20’sinde ise KOAH gelistigi
bildirilmektedir(53,54). KOAH gelisiminde, partikiil ve gaz fazindaki maddelerin etkisi
ile proteolitik enzimlerin aktive olmasi, immiin mekanizmalarin bozulmasi ve
mukosiliyer klerensin inhibisyonu etkili olmaktadir (55). Sigara, alt solunum yollarinda
peribrongiyal inflamasyon ve fibrozis, epitel yap1 ve fonksiyonunda degisiklikler,
vaskiiler intimal kalinlasma ve alveoler harabiyet gibi patofizyolojik degisikliklere
neden olmaktadir. (52).

Genel olarak sigara icenlerin 1. saniyedeki zorlu ekspiratuar volim (FEV1)
degerleri daha diisiik, FEV1 azalma hiz1 daha fazla olmaktadir. Bu iki etki de doza bagh

olarak gelismektedir ve kadinda erkege gore daha fazla goriilmektedir. Sigara igmeyen
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ve herhangi bir akciger hastaligi olmayan saglikli bireylerde, 35 yasindan itibaren,
FEV1 degeri her yil yaklasik 25-30 ml diisiis gosterirken,sigara igenlerde ise bu deger
yaklagik 60ml olabilmektedir. Bazi sigara kullanan bireylerde ise bu kayip 150ml’ ye
kadar ulasabilmektedir (56). Akciger fonksiyonlarindaki hizli kaybi 6nlemeninen
onemli yolunun sigaranin birakilmasi oldugu gosterilmistir (36).

Sigara, A vitamininin azalmasina neden olarak akciger parankim hiicrelerinin
yikimina ve elastikiyetinin azalmasina bagli bir hastalik olan amfizemin gelismesine
neden olur (8).

Ug hafta boyunca sigara dumani maruziyetinden sonra yiiksek derecede duyarl
AKR farelerin akcigerleri ile hafif derecede duyarli C57BL/6 farelerin akcigerlerindeki
fokal adhezyon kinaz (FAK) aktivasyonu karsilastirilmistir. Uchaftalik sigara dumani
maruziyeti AKR farelerde hafif amfizeme neden olmusve akciger endotelyal hiicre
apoptozunu arttirmistir. Ancak C57BL/6 farelerde degisim olmamistir. Bu sonuglarla
iliskili olarak, AKR farelerinin akcigerlerinde FAK aktivitesi azalirken, C57BL/6
farelerde bir degisiklik gozlenmemistir. Ayrica FAK inhibisyonu akciger endotelyal
hiicre apoptozuna neden olurken FAK’ 1n artmis ekspresyonu sigara dumani indiiklii
akciger endotelyel hiicre apoptozunu dnlemistir (57).

2017 yilinda yapilan bir c¢alismada deoksiriboniikleaz 1 (DNAaz)’ in
akcigerlerde sigara dumani maruziyetinin patojenik etkilerini azaltmada potansiyel bir
terapOtik ajan olup olmadigi aragtirilmistir. Sigara dumani amfizem patojenesinde
anahtar rol oynayan proteazlarin asir1 {iretimi ile proteaz dengesizligine sebep
olmaktadir. Bu etkiden sorumlu mekanizmalar tam olarak belirlenememistir. Bu ¢alisma
ile in vivo ve in vitro ortamda sigara dumaninin patojenik proteazlar, nétrofil elastaz ve
matriks metalloproteinazlar 9 ve 12’ nin ko-ekspresyonu ile ekstraseliiler ndtrofil ve
makrofajlarin ekspresyonunu belirgin sekilde arttirdigi gosterilmistir. Sigara dumanina
verilen bu cevap makrofaj sayisin1 ve akciger proteolizisini anlamli sekilde azaltan
DNAaz 1 ile belirgin olarak azalmistir (58).

Yapilan caligmalarda, sigara dumanina maruziyetin astim hastaligindaénemli bir
risk faktorii oldugu goriilmektedir. Sigaranin, sistenil l6kotrien sentezini arttirdigi ve
bunun da astim ve kardiyak iskemi ile iliskili olabilecegi bildirilmektedir (59).

Sigara dumani akciger ve diger organlarda kanser gelisimi i¢in biiylik bir risk

faktoriidiir. Sigara dumani maruziyeti semikinon ve p-benzosemikinon gibi suda
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¢Oziinebilir oksidanlarin dolasim sistemine ge¢mesiyle proteinlerde, lipidlerde ve DNA’
da oksidatif hasara sebep olur. Artan oksidatif stress hiicreyi kanser gelisimine gotiiriir
(60).

2013 yilinda yapilan bir ¢alismada direk olarak sigara dumanina maruziyetin iki
tip fibroblastta kaspaz- 3’ii aktive edip etmedigi arastirilmistir. Bunun i¢in fetal akciger
fibroblast1 ve yetiskin periodontal ligament fibroblasti izole edilmistir. Hiiceler 60
dakika boyunca farkli konsantrasyonlarda sigara dumanina maruz birakilmistir. Fetal
akciger fibroblast hiicrelerinde sigara dumani ekstresinin kaspaz- 3 aktivitesini belirgin
derecede arttirdigi ve hiicre proliferasyonunu azalttigi gozlenmistir. Periodontal
ligamentlerde aktivite veya canlilikta herhangi bir degisim olmamistir. Hamilelik
sirasinda sigara igme fetal akciger gelisim programini degistirebilmekte ve dogumda
akciger maturasyonunu hizlandirmak igin gerekli kritik hiicresel mekanizmalarin
diizenini bozmaktadir. Nitekim ¢aligmada sigara dumani fetal rat akcigerinde apoptozda
anahtar nokta olan kaspaz 3’1 aktive etmistir (14).

Sigara dumani ekstresinin alveolar tip-2 hiicreler {izerine etkilerinin incelendigi
bir ¢aligmada altta yatan mekanizmalar arastirilmistir. Sigara dumani ekstresi tip-2
epitel hiicrelerinde endoplazmik retikuluma 6zgii proapoptotik faktor CHOP ve kaspaz-
12 ekspresyonu ile JNK proliferasyonunu artturmistir. Ekstre endoplazmik retikulum
stress sinyalizasyonunu aktive etmis ve PERK, elF2a ve IRE1l fosforilasyonunu
arttirmigtir. Daha da 6tesi, sigara dumani ekstresi tip-2 epitel hiicrelerde endoplazmik
retikulum iligkili degradasyonda anahtar faktor olan Hrdl ekspresyonunu azaltmistir.
Hrd1’ in yok edilmesi apoptozu iki kattan fazla arttirmaktadir. Asir1 {iretimi ise sigara

dumani indiiklii tip-2 epitel hiicrelerinde apoptozu azaltmistir (61).

2.2.2.2. Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri

Sigara kullanimi kardiyovaskiiler hastaliklardadnemli bir risk faktoriidiir.
Caligmalar, sigara kullaniminin trombozis, ateroskleroz gelisimi, miyokard enfarktiisii,
vaskiiler graft basarisizlig1 ve koroner arter hastaliklari ile birlikte hipertansiyon ve
endotelyal disfonksiyonun Onemli nedenlerinden oldugunu gostermektedir (10-13).
Sigara kullaniminin aterosklerotik olaylar1 kotiilestiren ve kardiyovaskiiler hastaliklara
bagli mortalite ve morbiditeyi arttiran fizyolojik, patolojik ve metabolik faktorlerle

iligkili oldugunu kanitlayan ¢aligmalar bulunmaktadir. Gilinde 25 ve daha fazla sigara
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icenlerde, igmeyenlere gore koroner kalp hastaligina bagli mortalitenin 2-3 kat daha
fazla oldugu tespit edilmistir(36).

Bir¢ok prospektif ¢alismada hem kadin hem erkek sigara kullanan bireylerin
miyokard enfarktiisi, tekrarlayici kalp ataklari, koroner arter hastaligina (KAH) bagh
ani 0liim risklerinin daha fazla oldugu gosterilmektedir. KAH’a bagl 6liim riski, giinde
icilen sigara sayisi, inhalasyon derinligi, sigaraya baslamayasi ve icilen yil sayisi ile
iliskilendirilmektedir(52).

Sigara akut ve kronik olarak miyokardda degisikliklere neden olmaktadir. Akut
olarak, myokardinoksijen ihtiyacini artirip veya myokarda oksijen sunumunu azaltarak
miyokard iskemisine yol acabilmektedir. Sigara ayrica basta ventrikiiler fibrilasyon
olmak iizere disritmilere ve ani Oliimlere sebep olabilmektedir. Kronik olarakise,
tekrarlayan endotel hasarina yolacarak koroner ateroskleroza neden olmakta; diiz kas
proliferasyonunu stimiile ederek trombosit adherensini artirmaktadir (52).

Bir¢ok c¢alismada sigaranin hem kadin, hem erkekte inmelere yol
actigigosterilmistir. Sigara igenlerdeki inme riskinin igmeyenlere oranla 2 kat fazla

oldugu vebu riskin doza baglive genglerde daha belirgin oldugu bildirilmektedir (52).

2.2.2.2.1. Patofizyolojik etkiler-Sigara kullanimi ve ateroskleroz

Sigara dumaninda 4000’ den fazla oldugu tahmin edilen kimyasal bilesenin
bir¢ok kardiyovaskiiler etkisi s6z konusudur(36). Bu maddelerin,ateroskleroz gelisimine
ve progresyonuna sebep oldugubilinmektedir.  Sigaranin vaskiiler endoteldehasar
meydana getirdigi ve bu hasarin ateroskleroz gelisiminde baslica sebep oldugu
gosterilmistir(62,63). Sigara dumaninin etkisinde kalan arteriyel endotelde g¢esitli
morfolojik degisikliklerin meydana geldigi bildirilmektedir (64). Son arastirmalarda da
endotel hiicre hasar ile aterosklerotik hastaliklarin direk iligkili oldugu 6ne stiriilmiis ve
endotelyal gecirgenlikteki artisin aterosklerotik hastaliklarin gelisiminde Oncii rol

oynadig1 gosterilmistir (65-67).

2.2.2.2.2. Fizyolojik etkiler
Sigara dumani inhalasyonunun ve nikotin maruziyetinin,kanitlanmis
hemodinamik etkileri bulunmaktadir. Akut fizyojik etkiler son inhalasyondan yaklasik

15 dakika sonra baglar.  Baslicaetkiler; sempatik sinir sistemi aktivasyonu ile
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iliskiliolarak kalp hizi, kan basinci, kardiyak outputta artis ve bunlarin sonucu olarak
myokardiyal oksijen ihtiyacinin artmasi olarak goriilmektedir (36).

Bu fizyolojik degisikliklerin baglicaetkeninin nikotin oldugu diisliniilmektedir.
Nikotin adrenal medulla ve diger kromofin dokulardan epinefrin, hipotalamus ve
adrenerjik sinapslardanda norepinefrin salimimin1 uyarmaktadir. Boylece periferik
direng ve arteryel basinci arttirmaktadir. Kalp hizi dakatekolamin salimimi ve direk
kronotropik etkiler ile artmaktadir (36).

CO, sigara dumaninin %3—6" smi olusturmaktadir. Karbon monoksit
hemoglobine yiiksek afinite ile baglanmakta ve karboksihemoglobin seviyelerini
arttirmaktadir. Boylece kanin oksijen tasima kapasitesini azaltmaktadir. Yapilan
calismalardaCO maruziyetinin diisiik seviyelerde bile miyokardiyal iskemiyi daha da

koti hale getirdigi gosterilmektedir(36).

2.2.2.2.3. Hematolojik Etkiler

Tromboz olusumunun, kardiyovaskiiler hastaliklara zemin hazirlayan baslica
neden oldugu bilinmektedir. Koroner arter trombozu ile iligkili olan hematolojik
faktorler; degismis prostaglandin {retimi, platelet aktivasyonu, fibrinojen ve
plazminojen diizeyleri ve hemoglobinin azalmis oksijen tasima kapasitesi olarak
siralanabilir. Platelet aktivasyonunun, tromboz olusumunun baslatilmasinda ve platelet
kaynakli faktorlerin ateroskleroz gelisimindeki roliine baghh olarak vaskiiler
sendromlarda primer rol oynadig1 diisiiniilmektedir.

Sigara kullanimi akut donemde platelet agregasyonunu artiriken, kronik siiregte
platelet aktivitesini ve yasam siiresini etkilemektedir (68,36). Caligmalar sigara
dumaninin, endoteldeprostasiklin iiretimini azalttigin1 gostermistir ve bu durum in vivo
olarak artmig tromboz olusumunu agiklayabilir. Sigara maruziyetine bagli olarak
platelet dmrii kisalmaktadir ve bunun platelet aktivasyonunun indirekt gostergesi oldugu
distintilmektedir(36).

Prostasiklin platelet agregasyonun potansiyel bir inhibitdriidiir. Sigara akut ve
kronik olarak siklooksijenaz inhibisyonu yaparak prostasiklin inhibisyonuna ve
trombosit agregasyon riskindeartisa sebep olmaktadir. Ayrica, sigara maruziyeti
plateletlerden, diiz kas hiicre proliferasyonunu ve miyositlerin intimaya migrasyonunu

artiran faktorlerin salinimina sebep olmaktadir. Tromboz olusumunda rol oynayan diger
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hematolojik faktorler de sigara ile iliskilendirilmektedir. Sigara kullanimi ile birlikte
plazma vizkositesi ve fibrinojen diizeyleri artmakta, kirmiz1 hiicre elastikiyeti ve
plazminojen diizeyleri azalmaktadir. Trombosit fonksiyonlarindaki bu degisiklikler

vaskiiler sistem hastaliklarinin gelisimini hizlandirmaktadir(36).

2.2.2.2.4. Metabolik Etkiler

Sigara  kullanimu, aterojenezi  artiran  lipoproteinin  dagiliminda
gerceklesendegisimler ve diger metabolik faktorler ile iliskilendirilmektedir. Sempatik
sinir sisteminin nikotin ile uyarilmasi sonucu plazma serbest yag asitleri ve ¢ok diisiik
dansiteli lipoproteinler (VLDL) artmakta, kolesterol ve trigliserit metabolizmasinda roli
olan lipoprotein lipaz da etkilenerek lipoprotein metabolizmasida indirekt olarak
etkilenmektedir (36). Sigara yiiksek dansiteli lipoproteinin (HDL) seviyesini de
diistirerek bu lipoproteinin antiaterojenik etkinligini azaltmaktadir(69,70). Ayrica, sigara
kullaniminin artmis obezite riski ile iligkisi bulunmaktadir (71). Bu metabolik etkiler,

sigaranin kardiyovaskiiler etkileri ile de dogrudan iliskilidir(36).

2.2.2.3. Gastrointestinal Sistem Uzerine Etkileri

Sigara igme agiz, 6zofagus, pankreas kanserleri ve kolorektal kanserler i¢in risk
faktoriidiir. Pankreas kanseri sigara igenlerde i¢meyenlere goére 2 kat daha sik
goriilmektedir. Mide, duodenum {ilserleri ve Crohn Hastalig1 gelisme riski sigara i¢cimi
ile artig goOsterir. Sigara i¢gmeyi birakan hastalarda bu hastaliklarin prognozu,

birakmayanlarla kiyaslandiginda diizelmektedir ( 52).

2.2.2.4. Bebek ve Cocuk Saghg Uzerine Etkileri

Gebelik stirecinde sigara kullanimininerken dogumlarin %14’ iine ve tiim bebek
Olimlerinin %10’ una neden oldugu, bebeklerin ortalama 200-250 gr daha hafif
dogdugu bildirilmektedir. Ayrica, nikotin anne siitiine gegmektedir ve bu durum sigara
kullanan annelerin bebeklerini daha kisa siire emzirmesine sebep olmaktadir(52).

Gebelikte sigara kullanimi, bebek ve cocuklarda goriilen astimla da
iliskilendirilmektedir (52). Sigara dumanina maruziyet ve astim iliskisinin, 0-5 yaslar1

arasinda 4331 cocuk ile degerlendirildigi bir calismada, glinde en az yarim paket sigara
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icen annelerin ¢ocuklarinda 2.1 kat daha fazla astim goriilme riskinin oldugu; ilk yasta
ise bu riskin 2.6 kat daha fazla oldugu gosterilmistir.

Sigara ve atopi iligkisi de gosterilmis olup; anneleri sigara i¢en ¢ocuklarda cilt
testlerinde allerji daha sik saptanmis; ebeveynleri sigara icen erkek ¢ocuklarin kan IgE
ve eozinofil diizeyleri daha yiliksek bulunmustur (52).

Son ¢aligsmalarda gebelikte sigara kullaniminin rezidiiel gelisimsel sonuglari
oldugu da gosterilmistir. Akciger fonksiyonlarinda goriilen eksiklikler, erken infant
doneminde hiriltili solunum, ¢ocuklukta somatik biiylime geriligi, standardize testlerde
zekada ve davranislarda bazi bozukluklarduman maruziyeti ile iliskilendirilmektedir

(52).

2.2.2.5. Kadin Saghgina Etkileri

Sigara kullanan kadinlarda infertiliteoraninin kullanmayanlara kiyasla daha
ylksek oldugu bildirilmektedir (52). Gebelik siirecinde sigara igen kadinlarda spontan
diisiik ve plasenta previa, plansental ayrilma ve membranlarin erken yirtilmast gibi
gebelik komplikasyonlarinin goriilme ihtimalinin daha sik oldugu goézlemlenmektedir
(52).

Sigaraya bagli intrauterin bliyiime geriligi 6nemli bir saglik sorunu olup; birgok
nedene bagli olarak perinatal mortalite artisina sebep olmaktadir. Ayrica, sigara icen
kadinlarda amenore, adet diizensizligi ve dismenore risklerinin daha fazla oldugu
bilinmektedir ve sigara kullanan kadinlarda menopoz; ortalama olarak 1-2 yil daha

erken baglayabilmektedir (52).

2.2.2.6. Kemik Yogunlugu ve Kirik Riski

Menopozda kemik yogunlugunun,sigara icen kadinlarda hi¢ igmemislere oranla
daha diistik oldugu; kalca kirigi riskinin ise sigara i¢enlerde daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir(52).

2.2.2.7. Diger Saghk Sorunlar
Sigara kullanimi, erken yasta yiiz bolgesinde kirisikliklar olusmasi, kadinlarda
osteoporoz, erkeklerde seksiiel disfonksiyon ile iligskilendirilmektedir. Graves Hastalig1,

katarakt, makiiler dejenerasyon, dejeneratif disk hastaligi, anksiyete ve uyku
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bozukluklar1 ve depresyonla iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Romatizmal
hastaliklarda da sigara kullaniminda akciger tutulumu riski daha fazla olmaktadir (52).

Sigara, yol agtif1 hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglarin etkisini
degistirebilmektedir. Sigara dumaninda bulunan bazi maddeler karaciger enzimlerini
indiikleyerek ilaglarin metabolizmasin1 hizlandirip etkinligini azaltirlar. Ornegin,
KOAH’da kullanilanteofilinin yarilanma 6mrii sigara kullananlarda %50 kisalmaktadir.
Antiaritmikler, steroidler, antikoagiilanlar, insiilin gibi ilaglarin metabolizmalar1 da
sigara kullanimindan etkilenmektedir. Bu nedenle kronik hastaliklarin tedavileri sigara
kullanimi ile zorlasmaktadir (52).

Yiiksek doz intragastrik nikotin uygulamasimmin mukozal prostaglandin E2
sentezini azaltirken fosfolipaz A, ve total fosfolipid seviyesini degistirmedigi
bildirilmektedir (72).

Sigara dumani reaktif oksijen iirlinlerini arttirarak mitokondrinin islevlerini
bozmaktadir. Bununla birlikte 1s1 sok proteinleri ve bazi inflamatuar ajanlarin gen
transkripsiyonlarinin artmasina neden olmaktadir (73). Ayrica artan oksidatif stres Rho
Ave FAK aktivitesini azaltarak endotelyum duvarinin fonksiyonunu bozmaktadir (74).
Artan oksidatif stress ve antioksidan sistemlerin bozulmasiyla reaktif oksijen iiriinleri,
NO inaktivasyonu sonucu endotelyal disfonksiyona neden olmaktadir. Olusan reaktif
oksijen trlinleri eNOS/NO yolagin1 bloke ederek endotel hiicrelerin fonksiyonunu
bozmaktadir (75). Sigara dumani vazoproliferatif ajanlar olan endotelin ve vaskiiler

endotelyal biiyltime faktorii gibi mediyatorlerin artmasina yol agmaktadir (76).

2.3. Oksidatif Stres ve Antioksidan Sistem

Serbest radikaller son ydriingelerinde bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron
tagityan, hiicre metabolizmasindaki tepkimeler sirasinda ortaya c¢ikan, kisa Omiirli,
kararsiz ve oldukga reaktif atom veya molekiillerdir (77). Biyolojik sistemlerdeki reaktif
oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNT); hidroksil radikali ("OH),
hipoklordz asit (HOCI), peroksinitrit (ONOO™), “singlet” oksijen ('O»), nitrik oksit
radikali (NO") gibi serbest radikaller ve siiperoksit radikali (O,”) ile hidrojen peroksit
(H20,) ve nitroz asit (HNO,) gibi serbest olmayan radikaller, oksidatif stresin en 6nemli
nedenlerinden  birini  olusturur(78). Normal aerobik  solunum, uyarilmis

polimorfoniikleer 16kositler, makrofajlar ve peroksizomlar, hiicreler tarafindan iiretilen
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oksidanlarin ¢ogunun temel i¢ (endojendz) kaynaklaridir. Dis (ekzojen6z) kaynaklar ise
sigara, iyonize radyasyon, organik coziiciiler ve bdcek zehirlerini igermektedir (79).
Fizyolojik sartlarda hiicrede mitokondriyal solunum, hiicrenin sinyal iletim sistemi ve
bakteri fagositozu gibi gorevler icin kullanilan serbest radikaller, oksidan/antioksidan
dengenin bozulmasiyla hiicrelerin lipit, protein, DNA, karbohidratlar gibi tiim 6nemli
bilesiklerine etki ederler ve yapilarinin bozulmalarina yol agarlar (16). Serbest radikaller
lipit peroksidasyonuna neden olur. Oksidasyon sadece lipitlere etki etmez. ROT ve
RNT, mutasyonlara yol agan DNA hasarina sebep olabilir. Bunlar biiylik hiicresel
birimlerin hasarina neden olabilirler.Kanserin birgok formunun, kardiyovaskiiler
hastaliklar, malarya, sonradan kazanilmis bagisiklik bozuklugu sendromu (AIDS), felg
ve yaslanma gibi 100’ den fazla durum ile iliskili oldugu gdsterilmistir (79).

Hiicre, serbest radikaller ve ilgili reaktanlarin olusturdugu hasardan kendini
korumak ve ROT’ u hizli ve etkili bir sekilde uzaklagtirmak igin bazi savunma
sistemleri gelistirmistir. Serbest radikalleri noétralize ederek uzaklastiran bu savunma
sistemine antioksidan savunma sistemi denir. Viicudun endojen kaynakli antioksidan
savunma sistemi transfferin, bilirubin, seruloplazmin, {irik asit, albumin gibi antioksidan
proteinler ile viicudun asil antioksidan savunma sistemini olusturan sliperoksitdismutaz
(SOD), katalaz(CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon-S-transferaz (GST),
glutatyon rediiktaz (GR) gibi enzimatik antioksidanlardan olusmustiur. Ekzojen
kaynakli antioksidan sistem ise C vitamini, E vitamini, a-tokoferol, pf-karoten gibi
maddeleri igermektedir (77,78). Hiicre i¢inde gergeklesen en Onemli savunma
mekanizmasi glutatyon (GSH) sistemidir. Bir tripeptit olan GSH’ 1n (y-Glu-Cys-Gly)
ROS siipiiriiciisii olmasinin yani sira hiicre i¢i redoks dongiisiiniin diizenlenmesinde de
fonksiyonu vardir. Sistem GSH, GSH-Px ve GR igerir. GSH-Px, H,O,’ yi ve diger
peroksidazlart indirgeyerek GSH’ 1 okside disiilfid formu olan GSSG’ a ¢evirir. GSSG
daha sonra glutatyon rediiktaz ile GSH’ a indirgenir. Hiicrenin yeniden GSH olusturma
yetenegi, oksidatif stresin yonetiminde bu hiicrenin verimi agisindan énemli bir faktor
olabilir (78,80).

0O," aerobik metabolizma sonucu O;’ nin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu
olusur ve oksidan hasar sonucu artan SOD enziminin katalizlemesi ile yiiksek derecede
toksik olan H,O,’ ye indirgenir (16). H,O; hiicredeki temel ROT’ dur. Diisiik diizeyleri

apoptoza neden olurken, yiliksek diizeyleri ise nekroz veya kaspaz bagimsiz apoptoza
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neden olur. H>O; ya CAT veya GSH-Px enzimleri ile toksik olmayan su ve molekiiler
oksijene doniistlriiliir ya da ferr6z demir gibi geg¢is metallerinin varliginda
kendiliginden olusan bir reaksiyon ile lipitler, proteinler ve niikleik asitler gibi biyolojik
molekiillerle etkileserek onlar1 hasara ugratan oldukga toksik “OH radikaline doniisiir
(78,80).

Antioksidan/oksidan etkileri bilinen NO’ nun mekanizmast tam olarak
bilinmemektedir. O," radikali ile NO ayn1 yerde ve ayni oranda bulunduklarinda, giiclii
bir oksidan molekiil olan ONOO™ olusumu araciligiyla lipit peroksidasyonuna neden
olur. Bunun yam sira asir1 miktardaki NO diizeyleri ise ortamda bulunan O," ve lipit
peroksit radikallerini etkisizlestirir ve SOD’ u etkin hale getirir ve NADPH oksidaz
veya sitokrom P450 gibi O,  kaynaklarin1 inhibe ederek oksidatif strese karsi koruma
da saglayabilir (16).

NF-kB, p53 ve AP-1 gibi transkripsiyon faktorlerinin de yine reaktif oksijen
radikalleri aracilifiyla diizenlendigi gosterilmistir. Oldiiriicii diizeyin altindaki ROS
iretimi sinyal ileti yolaklarina miidahale eder. ROS’ lardan 6zellikle H,O, anjiotensin,
inflamatuar sitokinler ve biiytime faktorleri gibi bir¢ok farkli fizyolojik uyari i¢in ikincil
mesajct olarak gorev yaparlar (16).

Oksidatif stres, serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma sistemi
arasindaki dengenin bozulmasi sonucunda ortaya ¢ikan ve doku hasarina neden olan bir
durumdur (77). Artmis hiicresel oksidatif stres hiicre i¢i redoks dengesini degistirir ve
birgok reaksiyonu tetikler. Oksidatif stres; gen transkripsiyonu, sinyal ileti yol izlerinin
baslatilmast ve DNA hasarinin tamiri gibi farkli bir¢ok biyolojik yanitin olusumunu
uyarir. Oksidatif stres altinda mitokondriyal fonksiyonlarin durduruldugu durumlar
sonucu olusan bu uyarilar ile hiicre ya nekroz ya apoptoz veya yaslanmaya dogru gider
ya da canliligim1 korur ve ¢ogalir (16). Bu hiicresel cevaplarin boyutu hiicresel genetik
alt yapiya, spesifik ROT’ lara, oksidatif stresin siddetine ve siiresine bagli olarak degisir

(Sekil 2.6) (16).
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Sekil 2.6.0ksidatif stres ve antioksidan sistem (78)

Oksidatif stresin astim, diabetes mellitus, romatoid artrit, hipertansiyon, hepatit,
ateroskleroz, miyokard infarktiisii gibi kardiyolojik hastaliklar, Alzheimer Hastaligi,
Parkinson Hastalig1 gibi ndrodejeneratif hastaliklar ile kanser ve AIDS gibi pek ¢ok

hastaligin patojenezinde rol aldig: diisiiniilmektedir (16).

2.4. Apoptoz

Her hiicrenin dogup, ¢ogalip (proliferasyon), farklilasip (diferansiasyon)dlmesi
(apoptoz)bir denge halinde siirdiiriilmektedir. Apoptoz, gelismis organizmalarda
hiicreler arasi iligkilerin geregi olarak gereksinim duyulmayan ve fonksiyonlar1 bozulan
hiicrelerin, ¢evreye zarar vermeden 6lmesi anlamina gelmektedir (81). Eski Yunancada
apo (ayr1) ve ptosis (diismek) kelimelerinin birlesmesiyle meydana gelmis ve Homeros
tarafindan sonbaharda yaprak dokiimiinii tanimlamak i¢in kullanilmis bir kelimedir
(82). Doku homeostazi yani yeniden yapim ve yikiminbir denge halinde olmasi,
apoptoz/proliferasyon dengesinin saglikli bir sekilde stirdiiriilmesine bagliolarak devam

etmektedir (17).
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Canlilarda apoptoz; embriyojenez, gelisme, homeostaz, yenilenme ve tamir
olaylarinda, organlarin biiyiikliikklerinin korunmasinda ve organlarin patofizyolojisinde
kritik 6nem tasimaktadir (83). Embriyo déneminden baglayarak tiim yasam boyunca
apoptotik mekanizma ve programli hiicre 6liimii bulunmaktadir. Bazi hiicreler yillarca
yasarken bazilar1 sadece birka¢ saat yasamaktadir. Deri, gastrointestinal sistem ve
immun sistem gibi pek ¢ok dokuda devamlilik, apoptoz ve hiicre yenilenmesine baglidir
(81).

Hiicre oOlimiine dair ilk bilgiler 1920 yilinda 151tk mikroskobunun ve yeni
boyama yontemlerinin kesfiyle elde edilmis ve ilk olarak nekroz tanimlanmistir.
Apoptoz tanim ise ilk kez Iskocyali Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan 1972 yilinda
kullanilmig olup, canli dokulardaki hiicre azalmalarindan sorumlu olan, yapisal olarak
0zgiin bir hiicre 6liim tipi olarak tanimlanmistir (16). Apoptozun gelisim biyolojisinde,
normal doku yikimlarinda ve immun sistem hiicrelerinin sitotoksik fonksiyonlar1 gibi
baz1 6nemli fizyolojik siireclerdeki rolii ortaya ¢iktikga 6nemi hizla artmistir (83).

Insan viicudundaher saniye yaklasik bir milyon hiicre apoptoza ugrarken, yerine
yenileri insa edilmektedir. Yapim (mitozis) ile yikim (apoptoz) arasindaki dengenin
apoptozun lehine veya aleyhine bozulmasi birgok dnemli hastaligin patojenezisinde rol
oynamaktadir. Apoptozun gereksiz yere olusmasi ya da hizlanmasi ndrodejeneratif
hastaliklara, AIDS’de goriilen lenfosityetersizligine, insiiline bagimli tip diyabete,
hepatit C enfeksiyonuna, miyokard infarktiisiine, ateroskleroza neden olurken;
apoptozun azalmasi ise maligniteye ve otoimmiin hastaliklara neden olabilmektedir

(82).

2.4.1. Apoptotik Hiicre Oliimii Asamalar1
Apoptoz, hiicre i¢inden veya disindan gelen sinyallerle baslatilan ve birbirini
takip eden bir olaylar zinciri olarak seyretmektedir. (sekil 2.7) (82).

Bu asamalar;

I.  Apoptozun baslatilmasi
II. Hiicre i¢i proteazlarin (kaspazlarin) aktivasyonu
III.  Hiicrede cesitli morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin olusmasi

Iv. Fagositoz, olarak 6zetlenebilir.
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Sekil 2.7.Apoptotik siire¢(82)

2.4.1.1. Apoptozun Baslatilmasi

2.4.1.1.1. Apoptoz Yolaklar:

Otonomik veya programli hiicre 6liimii olarak da bilinen apoptozda birbirini
takip eden siireclerin hangileri oldugu tam olarak bilinmemektedir. Mekanizmasi tam
olarak bilinmese de apoptoz, ¢esitli hiicre i¢i veya hiicre disi sinyallerle baglamaktadir
(84,85). Apoptoz mekanizmasi i¢in, memeli hiicrelerinde tanimlanmig olan iki yolak
bilinmektedir. Bunlardan birincisi hiicre zarinda bulunan reseptor aracili sinyal yolagi,
digeri ise mitokondriden salinan sitokrom ¢’ nin tetikledigi kaspaz aktivasyon yolagidir.
Bu yolaklardan oOliim reseptorleri iliskili olana “ekstrinsik yolak” denir.Kaspaz
aktivasyonu i¢in gerekli kaspaz aktivator proteinlerinin sitozole salinmasindan sorumlu
olan, mitokodrinin de katildig1 diger yolak ise “intrinsik yolak™ olarak bilinir (86,87,88).

Bunlarin disinda literatiirlerde fazla tanimlanmayan ve nasil olustugu tam olarak
bilinmeyen Endoplazmik Retikulum (ER) aracili apoptoz mekanizmas1 da

bulunmaktadir (89).
2.4.1.1.1.1. intrinsik Yolak

Isminden de anlasilacag iizere intrinsik yolak, hiicre i¢inde baslatilmaktadur.

Geri dondiiriilemez genetik hasar, hipoksi, asir1 yiiksek derisimlerdeki sitozolik
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Ca*'siddetli oksidatif stres gibi i¢ uyaranlar, intrinsik mitokondriyal yolagin
baslamasinin tetikleyicilerinden birkacidir. Bu yolak, uyaranlardan bagimsiz olarak,
artmis mitokondriyal gecirgenligin ve sitokrom c gibi proapoptotik molekiillerin
sitoplazmaya saliniminin bir neticesidir (90). Bu yolak asil olarak, ismini Bcl-2
geninden alan, Bcl-2 ailesine ait bir grup protein tarafindan diizenlenmektedir (91).
Apoptoz indiikleyici faktor (AIF), ikinci mitokondri-tiirevli kaspaz aktivatori

(Smac), diisiik pl ile apoptoz protein inhibitorii(IAP) baglama proteini (DIABLO) ve
Omi/Yiiksek Sicaklik ihtiyag Proteini A (Omi A, HtrA2)’y1 da igeren diger apoptotik
faktorler, mitokondrinin zarlar aras1 bolgesinden sitoplazmaya salinmaktadir. Sitokrom
¢’nin sitoplazmik salinimi, sitokrom c, apoptoz proteaz aktivator proteini 1 (Apaf-1) ve
kaspaz 9’dan olusan, apoptozom denilen bir kompleksin olusumu yoluyla kaspaz 3’i
aktive etmektedir (92). Smac/DIABLO ya da Omi/HtrA2 ise IAP’ ye baglanarak
kaspaz aktivasyonunu arttirmakta ve bu da sonrasinda IAP’lerin kaspaz 3 ya da 9 ile

etkilesiminin kaybina neden olmaktadir (92,93).

2.4.1.1.1.2. Ekstrinsik Yolak

Bu yolak, 6liim ligandlarinin 6liim reseptdriine baglanmasiyla baglamaktadir.
Birkag¢ 6liim reseptorii tanimlanmis olsa da en ¢ok bilinen 6liim reseptorleri Tip 1 TNF
reseptorii (TNFR1) ve iligkili bir protein olan Fas (CD95)’dir ve bunlarin ligandlari
sirastyla TNF ve Fas ligand1 olarak isimlendirilmektedir (94). Bu 6lim reseptorlerinin
TNF reseptorii ile iligkili 6lim bolgesi (TRADD) ve Fas ile iligkili 6liim bolgesi
(FADD)’nin yam sira kaspaz 8 gibi adaptor proteinleri calistiran hiicre ig¢i 6liim
bolgeleri de vardir (93). Oliim ligandinin 8liim reseptdriine baglanmasi, bir adaptor
protein i¢in baglanma bdolgesinin olusmasi ile sonuglanmakta ve bu ligand-reseptor-
adaptor protein kompleksi, Olimii-indiikleyen sinyal kompleksi (DISC) olarak
bilinmektedir (89). DISC, daha sonra pro-kaspaz 8’in birikmesi ve aktivasyonunu
baslatmaktadir. Aktif kaspaz 8, diger infaz edici kaspazlart keserek apoptozu
tetiklemektedir (Sekil 2.8) (90).

29



Ekstrinslk Yolak .
F FnL
T'\' Sn\ alleri
~ DISC
seeneeew ' TS e bbbt rb bbbt s bbb ekt
LI LT LT ] h LI LI Do.. .'IOC.J C L T T T T T T L T T 1)
intrinsik Mitokondriyel
TRADD FADD Yolak
Genetik Hasar
Hipoksi
Yiiksek Sitozolik [Ca*")
Oksidatif Stres
Kaspaz 8 . { ) Pro-kaspaz8
Mitokoadri
. ® e @® O Sitokrom ¢
' Pro-kaspar3 W ® - @ Smac
X ‘ o w» DIABLO
Kaspzd o & @ OmiHirA2 l
Sitokrom ¢
X — Apfl ﬁ
Pro-kaspaz 3 Kaomas§ » !
Ka 35ad Smac, DIABLO ya da
=iy W ¢ HtA2'sin IAPlere A
lmw 9'un - e baglanmasy, kaspaz 3 ya da Y'en
Aktivasyoss AP lere baglanmasim Salemektedir,

Sekil 2.8.Intrinsik ve ekstrinsik apoptotik yolaklar (91).

2.4.1.1.1.2. intrinsik Endoplazmik Retikulum Yolag

Intrinsik ER yolag, {iciincii ve

bagimli olduguna ve mitokondri-bagimli olmadigina inanilmaktadir (95). ER; hipoksi,

serbest radikaller, glukoz aglig1 gibi hiicresel stresler tarafindan hasara ugratildiginda,

hiicre i¢cinde katlanmis proteinlerin agil

TNF reseptorii ile iliskili faktor 2 (TRAF2) olarak bilinen diizenleyici bir protein, pro-
kaspaz 12’den ayrilmakta ve bu da daha sonra pro-kaspaz 12’nin aktivasyonu ile

sonuglanmaktadir (89). Sekil 2.9’ da her li¢ apoptoz yolagini1 da gosteren bir sema

sunulmustur (96).

en az bilinen yolaktir. Bu yolagin kaspaz 12-

mas1 ve azalmig protein sentezi goriilmektedir.
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Sekil 2.9.intrinsik mitokondriyal, intrinsik ER ve ekstrinsik apoptotik yolaklar(96).

2.4.1.1.2. Apoptozun Modiilatorleri

Apoptoz ¢okgesitli modiilatorler tarafindan diizenlenmektedir. Bunlar arasinda,
bazi iyonlar (kalsiyum), molekiiller (seramid), genler (c-myc), proteinler (p53) ve hatta
organeller (mitokondri) bulunmaktadir. Bazi mediyatorler hiicre tipine 0Ozgilliik
gosterirken, bazilar1 da apoptotik uyaranin tiiriine gore farklilik gosterebilmektedir. Bir
hiicrenin yagsami, bu hiicrenin uygun hiicre dis1 sinyal almasina baglidir. Bu sinyallerin
yoklugunda, hiicrenin apoptoza gittigi diisiiniilmektedir (83).

Apoptoz sinyalinin iletimini kontrol eden, baskilayan veya aktive eden bir ¢ok
gen bulunmaktadir (gizelge2.2) (17). Apoptozun erken evresinde goriilen bazi
regiilatorler hiicreyi 6liime hazirlamakta ve 6liim efektorlerini aktive etmektedir. Bunlar
patojenler tarafindan eksprese edilen proteinler (6rn; Bcl- 2 ve ilgili proteinler) ve

kinazlardir (stres ile aktive edilmis protein kinazlar) (83).
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Cizelge 2.2.

Apoptoz ve Genler (17).

Apoptozu baskilayan genler

Apoptozu indiikleyen genler

Bcl-2 grubundan;

BHRL-1, bcl-x1, bel-w, bfl-1,
brag-1, mcl-1, Al

c-abl geni

ras onkogeni

¢oziinebilir fas

Bcl-2 grubundan;

Bad, Bax, Bak, Bcl-xS, bid, bik,
Hrkl

c-myc

pS3, p21

fas (CD95/APO1)

p35 FADD/MORT, RIP, FAST

A20 interlokin doniistiiriicii enzim benzeri
proteinler (ICE)
LOH (MTS1/CDK41)

2.4.1.1.2.1. Bcl-2 Gen Ailesi

[Ik kez insan folikiiler lenfomasinda bulunan Bcl-2 geni, kromozomal
translokasyondan kaynaklanan bir gen {iriinii olarak tanimlanmistir. Daha sonra
yasamsal bir faktor olarak rol aldig1 kesfedilmis ve bir onkogen oldugu diistiniilmiistiir.
Bu genin apoptozla direk iligkisi C. elegans’ ta apoptoz baskilayicisi olan Ced-9’ un
insandaki homologu olmas: ile agiklanir (16). Son calismalarda Bcl-2’ nin; biiylime
faktorii yoksunlugu, radyasyona maruz kalma, c-myc veya anti kanser ilaglar gibi bir¢ok
uyar1 ile tetiklenmesi sonucu memelilerde apoptozu baskiladigi bildirilmistir (97). 230
kb bir protoonkogen olan Bcl-2, mitokondrial membranda yer alan 24-26 kb’ lik bir
proteini kodlar. Bu proteinin GTP baglayic1 bir protein oldugu ve heniiz tam
anlagilmayan bir mekanizma ile apoptozu engelledigi bilinmektedir (16). Biitiin Bel-2
gen ailesi iiyeleri mitokondrinin dig zarinda homo- veya heterodimerler halinde
bulunurlar ve por olusumu ve iyon kanallarinin sekillenmesini saglarlar (88,89).

Apoptozun intrinsik yolagr Bcl-2 ailesinin {iiyeleri ile diizenlenmektedir.
Insanlarda su ana kadar Bcl-2 gen ailesinin 20 iiyesi tanimlanmustir (88). Bcl-2 ailesinin
biitiin liyeleri yapilarinda bulunan Bcl-2 homoloji bolgelerinden (BH1-BH4) en az birini
tasir. Bcl-2 ailesinin proteinleri yapisal ve islevsel ozelliklerine goére 3 alt gruba
ayrilirlar. Grup I antiapoptotik aktiviteye sahipken grup II ve grup III ise proapoptotik
aktiviteye sahiptir (sekil 10)(89,91). Bu iki zit etkili grupyapilarinda bulunan hidrofobik
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cep ve amfipatik a-heliks bolgelerine bagli olarak isleyisini siirdiirmektedirler. BH1,
BH2 ve BH3 bolgeleri hidrofobik cebi olusturmakta, amfipatik a-heliks ise BH3
bolgesinde yer almaktadir. Proapoptotik ya da antiapoptotik {iyeler birbirlerine
hidrofobik cep iizerinde bulunan BH3 bolgesinden baglanmaktadirlar. Bu baglanma
apoptozun baslamasi i¢in BH3 bolgesinin gerekli oldugunu gostermektedir (98).

Bcl-2 {izerinde yapilan calismalar, neredeyse biitiin Bcl-2 ailesi iiyelerinin,
evrimsel diizeyde korunmus bir a-heliks Bcl-2 homolojisi (BH) bolgesine sahip
oldugunu, fonksiyonel ve/veya yapisal benzerlik gosterdigini ortaya koymustur. (Sekil
2.10) (91).

Anti-apoptotik

W Bel-2, Bel-xL
Mcl-1, CED-9
W Al Bfi-1

Pro-apoptotik

"© 81 @BH:
@BH2 © BH4

\.Transmembran bolgejy

Sekil 2.10. Bcl-2 ailesi(91)

Grup 1 antiapoptotik Bcl-2 ailesi;apoptozu inhibe eden proteinler olup,
transmembran domain ile birlikte, BH1, BH2, BH3 ve BH4 domainlerini
icermektedirler. Bu grupta Bcl-2, Bel-X;, Bel-w ve Mcl-1 yer almaktadir (98).

Grup II proapoptotik Bcl-2 ailesi;apoptozu uyarict  o6zellik  gdsteren
proteinlerdir. Bu grupta bulunan Bax, Bak, Bok/Mtd yapilarinda BH4 hari¢ diger
bolgeleri icermektedirler (88,98).

Grup III BH3 only-Bcl-2 ailesi;sadece BH3 bolgesi igerip proapoptotik etki

gostererek apoptozu stimiile edici etki gostermektedirler. Bu grupta, Bad, Bid, Bim,
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Bik, Hrk, Bcl-Xgs Noxa, Bcel-G, Nip3, Bmf ve PUMA bulunmaktadir. Bu proteinlerden
Bid, Noxa, Bmf ve PUMA’ da transmembran bolge gosterilmemistir (88,98).

Antiapoptotik Bcl-2 proteinleri hiicreyi bir¢ok farkli uyaridan korur ve hiicrenin
yasami i¢in énemli bir yere sahiptir. Ilging bir sekilde bazi durumlarda Bcl-2 ve Bcl-
Xikaspazlar tarafindan kirilmaya ugrarlar ve kirilma ile bu proteinler prosurvival
Ozelligini kaybederek sitokrom ¢’ nin mitokondriden saliniminmi indiikleyen
proapoptotik 6zellige sahip olur (98).

Bcel-2, Bcel-Xp ve Bax sentetik lipit membranlarinda iyon kanallarinin
olusumuna sebep olurlar. Bel-2 ve Bel-X;. ¢ekirdek, ER ve mitokondrial zarda bulunur.
Mitokondrideki Bcl-2 ve Bcl-Xp sitokrom c, Apaf ve AIF gibi molekiillerin
mitokondriyal zarlar aras1 bosluktan sitoplazmaya ge¢mesini onler. Sitokrom ¢ ve AIF
sitoplazmaya gectikten sonra direkt kaspazlari aktive ederler. AIF’ nin salinimi, zar
gecirgenligi ve zar potansiyelinin diismesi gibi mitokondriyal bozukluklarin olusmasina
baglidir(99).

Bcl-2 ailesi proteinlerinin dikkat ¢ekici dzelliklerinden birisi de homodimer ve
heterodimer olusturabilme yetenegidir. Bu ailenin antiapoptotik ve proapoptotik iiyeleri
arasindaki heterodimerizasyon, birbirlerinin biyolojik aktivitelerini inhibe ettigini
diisiindiirmektedir. Apoptotik aktivite icin BH1, BH2 ve BH3’ e ilave olarak BH4’ {in
olmasi gerekirken proapoptotik aktivite icin BH3 olmas1 gerekmektedir (99).

2.4.1.1.2.2. Bax Geni ve Proteini

Memelilerde stres ile indiiklenen apoptoz, Bcl-2 ailesi proteinleri tarafindan
kontrol edilmektedir (90, 91). Bu proteinlerden Bax, apoptozun baslamasinda merkezi
bir role sahiptir. Saglikli hiicrelerde Bax, ¢ogunlukla sitozolde inaktif monomerler
halinde; diisiik derisimlerde ise ER’da ve OMM’de gevsek bir sekilde tutunmus halde
bulunmaktadir. Tek BH3 bolgesi iceren proteinlerin aktivasyonu ile Bax
konformasyonel degisiklige ugramakta, mitokondriye go¢ etmekte, mitokondride
multimerize olarak MOMP’a sebep olmaktadir. Boylece sitokrom c gibi mitokondriyal
apoptotik proteinler ve ROS mitokondriden salinmakta ve kaspaz aktivasyonuna sebep
olmaktadir (91).

Bax, yapisal olarak Bcl-2 ailesi iiyeleri ile benzerlik gostermektedir (91). Bax

proteini kisa ilmekler ile birbirine baglanmis olan 9 a-heliksten meydana gelmektedir.
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aS, a6 ve a9’un, Bax’in OMM ile etkilesimine katkida bulundugu diisiiniilmektedir. a5
ve a6, lipid ¢ift tabakasinda por olusturdugu bilinen bakteriyel toksinlere ¢ok benzer
bicimde, sa¢ tokast seklindeki amfipatik helikslerdir (91). Bax’in a5 veya a6
heliksindeki mutasyonlar, Bax’in zar gecirgenligini arttirma ve dolayisiyla apoptozu
tetikleme 0zelligini ortadan kaldirmaktadir (100). a5 ve a6 heliksleri, bir tarafinda ol ve
a2 heliksleri, diger tarafinda o3 ve o4 heliksleri, yukarisinda ise a7 ve a8 ile

cevrelenmistir (Sekil 2.11) (101,102).

Sekil 2.11. Bax’m yapis1(101)

Bax’in N-terminal bolgesi, proteinin ¢oziinebilir inaktif formunda tutulmasinda
gorev almaktadir ve Bax’in mitokondriyal gocli icin bu bolgenin hareket etmesi
gerekmektedir. Bu sebeple bu bolgeye hedeflemenin apoptotik diizenlenmesi (ART) de
denilmektedir. Bax’in N-terminal bolgesindeki konformasyonel degisiklik, tek basina
Bax’in aktivasyonu ve mitokondriye go¢ii i¢in yeterli degildir. Bax’in C-terminal
bolgesi olan hidrofobik a-heliks (09), BH bolgelerinden olusan hidrofobik bir helikstir
ve transmembran ¢apasi gibi gorev gormektedir. Bu heliksin baskilanmasi, proteinin
zara tutunmasina mani olmaktadir (91) ve bu heliksin hareket etmesi BH bolgelerini, a5
ve a6 hidrofobik sa¢ tokasi yapisini agiga ¢ikartarak dimerizasyon ve oligomerizasyona

sebep olmaktadir (91,102).
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2.4.1.1.2.3.p53

Tiimor baskilayic1 gen olan p53, insan tiimorlerinin % 70’ ini inaktive eden
hiicre dongiisiinii diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir (103). Bir¢ok organizmada
kanserin baskilanmasinda gorevi olan p53 proteini hiicre bilylimesinin durdurulmasi,
apoptoz, hiicre farklilasmasi ve DNA tamir mekanizmasinda rol almaktadir (104).

Hiicre tipi, sitotoksik ilaclar, gama radyasyon, 1s1, sok, hipoksi, osmotik sok,
DNA hasar ajanlar1 gibi bir¢ok c¢evresel uyarici, bir hiicrenin hiicre siklusunda durmasi
veya apoptoza devam etmesi yoniinde etki gosterir (16,103). Normal bir hiicrede DNA
hasarini takiben p53 seviyesi hizlica artar, p53 stabilize olur ve hiicre siklusunu G1
fazinda durdurarak hiicreye kendini tamir etmesi i¢in zaman kazandirir. Hiicre hasari
tamir edilemeyecekse hiicre apoptoza gider (16). Hasarli hiicrelerde fonsiyonel p53
yoksa hiicre siiklusu kontrol edilmeden ilerler. p53’ iin diizenleyici aktivitesi ise negatif
diizenleyici Mdm2 proteini ile saglanir. Mdm?2 proteini, p53” 1 kontrol altinda tutar ve
p53° in G1/S gegisinde siklusu durdurur ve apoptozu engeller. Radyasyon vb. etkilerle
DNA’ da bir hasar meydana geldiginde Mdm2 proteininin p53’ e baglanma bolgesinde
yapisal degisiklikler olusur. Bu nedenle Mdm2 p53’ i baglayamaz ve serbest p53’ {in
transkripsiyonel aktivitesi hiicre siklusunu G1 noktasinda durur ve Bax genini aktive
ederek hiicreyi apoptoza gotiiriir. Mdm2, p53° iin transkripsiyonunu azaltir veya p53° e

baglanarak aktivitesini inhibe eder (16,104).

2.4.1.1.2.4. c-Myc

c-Myc geni, kromozomun 8q24 bolgesine yerlesmistir. c-Myc proteini Janus
kinaz (JAK) ailesinin bir iiyesidir. Hiicre proliferasyonu, hiicre farklilagsmas1 ve apoptoz
ile iliskili genlerin transkripsiyonlarii diizenleyen bir fosfoproteindir (16). Insiilin
benzeri biiylime faktorii-1 (IGF-1) gibi antiapoptotik sitokinler veya Bcl-2 gibi
apoptozun negatif diizenleyicileri varliginda c- Myc hiicresel ¢ogalmay1 saglarken bu
faktorlerin yoklugunda ise c-Myc ailesi apoptoza sebep olur. c-Myc geninin asiri
liretimi veya gen yapisindaki degisiklikler hiicre dongiisiiniin bozulmasina yol acar ve

p53’° e bagli yoldan hiicrenin apoptoza gitmesine neden olur (16).
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2.4.1.1.2.5. Niikleer Transkripsiyon Faktorii NF-xB

NF-KB apoptoz, viral replikasyon, tiimorijenez, inflamasyon ve ¢esitli otoimmiin
hastalikta gerekli bir¢ok genin ekspresyonunu diizenleyen bir niikleer transkripsiyon
faktoriidiir. NF-KB biiyiime faktorleri, sitokinler, lemfokinler, radyasyon, farmakolojik
ajanlar ve stresi igeren cesitli uyarilar tarafindan aktif hale getirilir. NF-KB inaktif
formunda, IKB ailesi inhibitor proteinlerine bagl olarak, sitoplazmada bulunur. NF-KB
aktivasyonuna sebep olan ¢esitli uyarilar IKB’ nin fosforilasyonuna ve degredasyonuna
neden olur. Bu da NF-KB alt birimleri lizerine niikleer lokalizasyon sinyalleri iletilmesi
ve sonra molekiiliin niikleusa translokasyonu ile sonlanir. NF-KB niikleusta ¢esitli
genlerin transkripsiyonunu baglatir (79).

NF-KB muhtemelen doku orijininden ¢ok 6liim uyarisinin durumu ile belirlenen
anti ve proapoptotik fonksiyonlarin her ikisini de gdsterir. Uygun fizyolojik durumlarda
NF-KB’ nin aktivasyonu bircok kompleks proteinin aktivasyonu yoluyla apoptotik
uyartya dirence neden olur. Bununla beraber, belirli uyarilara tepki olarak NF-KB
aktivasyonu apoptozun indiiklenmesine yol agabilir. Bu, kaspaz-1 gibi kaspazlar,
interferon-diizenleyicili faktor-1, c-myc, ve p53 gibi bazi proapoptotik proteinlerin

aktivasyonu ile agiklanabilir (79).

2.4.1.2. Hiicre ici Proteazlarin Aktivasyonu

Kaspazlar apoptotik hiicre 6liimiinde dnemli rol oynayan multigen ailesinden
olusan sistein-proteaz grubu enzimlerdir. Kelime olarak "Cysteine Aspartate Specific
ProteASEs- CASPASE" olarak tiiretilmistir. Oncelikle inaktif proteinler olarak
sentezlenirler. Hiicre 6limii esnasinda ortaya cikan pek g¢ok selliiler ve morfolojik
degisimler, bu enzimlerin yer aldig siire¢ler sonunda gelismektedir (82).

Kaspazlar ilk olarak CED-3 yoluyla kesfedilmistir. CED-3 bir nematod olan C.
elegans’1n hiicre 6liimii i¢in ihtiyag duydugu genin iiriinii olup, memelilerdeki karsiligi
olan interlokin—1 beta doniistiiriicli enzim (ICE) veya kaspaz-1 bu genis ailenin ilk iiyesi
olarak tanimlanmaktadir (105).

Kaspazlar benzer amino asit dizilimine sahip olduklarindan, yapisal ve
substratlar1 agisindan da benzer Ozellikler tasimaktadirlar. Tiim kaspazlar proenzimler
seklinde iiretilip (30-50 kD), 3 kisimdan meydana gelmektedirler.Bu kisimlar; NH -

terminal kisim, genis alt {inite (20kD civari) ve kiiciik alt {initelerden (10kD civari)
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olusmaktadir. Proteolitik siire¢ icerisinde aktivasyona ugrayan kisimlar olan genis ve
kiiciik altiiniteler arasinda heterodimer olusturacakbirlesmeler agiga ¢ikmaktadir

(82)(sekil 2.12)(105).

Inaktif Proenzim
CGENIS KUCUK
f (~20xD) f {(~10kD)
Aop X Aasp X

Proenzim Kaspaz Kesilim
dizisinden Kesilir. (Asp-x)

Katalitik Bolgeler

( iki genis ve ikl KUguk
subunit aktif tetramerik
enzimi olugturur.)

Aktif Kaspaz

Sekil 2.12. Kaspaz aktivasyonu (105)

Proenzim ve aktif kaspaz enzimin yapisindaki iki 6nemli 6zellik aktivasyonda
rol oynamaktadir. Birincisi,yliksek degisim gosteren bir dizilime sahip ve uzun
olanNH- terminal kisim aktivasyonun diizenlenmesini saglamaktadir. ikincisi ise
proenzimden elde edilen tiim kisimlar olan kaspaz konsensus bdlgesidir. Kaspazlarin
hepsinde benzer Ozgiinlik bulunmaktadir. Kaspazlar en yiiksek Ozgilinlige sahip
proteazlar arasinda bulunmasina ragmen, kesme islemini aspartik asit {lizerinden
yapmaktadirlar. Kaspazlarin spesifiklikleri her ne kadar yiiksek diizeyde olsa da,
substrat tanimlanmasinda her optimal tetrapeptid dizilime sahip proteaz
kesilmemektedir. Bunun nedeni, ii¢linciil protein yapsinin da substrat tanimlamasi
lizerine olan etkisidir. Boylece proteinlerin kaspaz yolu ile kesilmesi hem spesifitehem
deytiksek etkinlik gostermektedir (82).

Saglikli hiicrelerde kaspazlar enzimatik aktivitesi ¢ok az olan inaktif zimojenler
seklinde bulunmaktadirlar. Aktive olabilmeleri i¢in yaklasik olarak 20kD ve 10kD
uzunlugundaki iki parcaya ayrilmalarini saglayacak spesifik aspartik asit kalintilarindan
kesilerek tamamen aktif olan tetramerik enzim kompleksi sekline gelmeleri
gerekmektedir. Aktivasyon; otokatalitik siirecler ve aktif kaspazlar tarafindan

gercgeklestirilen proteolizis olmak iizere 2 farkli mekanizma ile gergeklesmektedir(82).
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Farkli kinetiklere sahip olsalar da apoptoz siiresince birgok kaspaz aktive
olmaktadir. Bu sebeple apoptozu baslatacak oOliim sinyalinin verilmesi icin hangi
kaspazin aktive olmak zorunda oldugu 6énemlidir (106).

Kaspaz Inhibitérleri: Kaspazlarin aktivasyonu ve inaktivasyonu cesitli
proteinler, iyonlar ve IAP’ ler, Bcl-2 ailesi proteinleri, Calpain, Ca**, Granzim B ve
sitokin yanit degistiricisi A (Crm A) gibi faktorlerle diizenlenir (16).

IAP’ ler hem filogenetik hem de fizyolojik acidan genis ¢apta eksprese olan
apoptotik inhibitorlerdir (16). IAP’ ler apoptozisi Bcl-2 ailesi iiyelerini de i¢ine alan
diger apoptotik inhibitor ailelerinden daha etkin olarak inhibe eder. Son yillarda IAP’
lerin apoptozun molekiiler mekanizmasinda rol oynayan 6nemli diizenleyiciler oldugu
gosterilmistir (16,107).

Granzim B, patojenle enfekte edilmis hiicrelerin veya tiimor hiicrelerinin ortadan
kaldirilmasinda etkin rol oynarlar. Perforinler ve granzimler, normal olarak sitotoksik T
lenfositler (CTL) ve dogal katil hiicrelerin sitoplazmik boélgelerinde bulunurlar. CTL’
lerin hedef hiicreye baglanmasiyla perforinler salgilanir ve hedef hiicrenin membranina
baglanarak membranda porlar olustururlar. Olusan bu porlar sitozolik Ca**diizeylerinin
hizla artmasina yol agar. Perforinlerle birlikte salgilanan ve bir ¢esit serin proteaz olan
Granzim B de bu porlar araciligi ile hiicre i¢ine girer. Granzim B prokaspaz-3, -7, -8, -9
ve -10 gibi bircok prokaspazin aktivasyonuna neden olarak enfekte olmus hiicreleri
apoptoza gotirtr (108).

Calpain, papainaz ailesinden Ca*" bagimli bir tiir sistein proteazdir. Genel olarak
Calpain’ in nekrozda ve apoptozda arttigir bilinmektedir. Calpain ve kaspaz-3 fodrin,
Ca®" bagimli protein kinaz ve ADP-ribozil transferaz/PARP gibi birgok ortak substrati
paylasirlar (108).

Bir¢ok herpes viriisiinde bulunan FLICE inhibitér proteinleri (vFLIPs), 6lim
reseptorleri yoluyla apoptoz sinyallerini engeller. vFLIP’ in hiicresel homologu 8 ayri
grup tarafindan kesfedilmis ve cFLIP/Casper/CASH/FLAME/I-
FLICE/MRIT/CLARP/USurpin olarak adlandirlmistir. (16).
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2.4.1.3. Hiicrede Olusan Biyokimyasal ve Morfolojik Degisiklikler

2.4.1.3.1. Biyokimyasal Degisiklikler
Kaspazlar aktive olduktan sonra sitoplazmada ve c¢ekirdek icinde hedef

proteinleri yikmaktadirlar.

1- DNA kiriklarimin olusmasi: Hedef proteinlerden bir tanesi DNA endoniikleaz ile
bag yapan bir protein olup, bunlar kaspazlar tarafindan yikilarak endoniikleazi
serbestlestirmektedirler. Cekirdek igine giren Ca®" - Mg®" bagimh endoniikleaz,
DNA kariklar1 olusturmaktadirlar. Kiriklar niikleozomlarin arasindan mono-
veya oligoniikleozomal olarak meydana gelmektedir. 180-200 baz ¢ifti ve katlari
seklinde kirilma olugmaktadir (109, 110).

2- Hiicre iskeletinin yikilmasi: Kaspazlarin aktiflestirdigi bir baska protein ise
hiicre iskeletinin ana bilesenlerinden olan aktini yikan proteindir. Aktin
filamanlarinin yikilmasi ile hiicre normal seklini kaybetmektedir (110).

3- Hiicre membran degisiklikleri: Kaspazlarin etkisiyle hiicre membraninin
asimetrisi  bozulmaktadir. Plazma membraninin i¢ yiiziinde bulunan
fosfatidilserin yer degistirerek membranin dis yiiziine yerlesmektedir. Ayrica
baz1 apoptotik hiicreler, hiicre membranlarinda thrompospondin denilen adhezif
bir glikoprotein ve bazi hiicre adhezyon kuvvet molekiillerini (6rn: ICAM 3)
icermektedirler. Membranda gerceklesen tiim bu degisiklikler, apoptotik
hiicrelerin  ¢evre fagositler tarafindan fark edilerek, fagositozlarini
saglamaktadir. Ayrica transglutaminaz aktivasyonu ile membran proteinlerde

olusan capraz baglanmalar ile apoptotik cisimlerin olusmasini saglar (109).

2.4.1.3.2. Morfolojik Degisiklikler
Apoptozda ana morfolojik olay, niikleusun yogunlagsmasi ve daha sonra parcalara
ayrilmasi olarak belirtilmektedir (17). Immiin elektroforez yapildiginda ‘ladder pattern’
olarak isimlendirilen merdiven seklinde bir goriiniim olusmaktadir (17). Normalde bir
hiicrede birbirini takip eden 7 kirilma onarilirken, apoptozda yaklasik 300000 kirilma

meydana gelmakte ve hiicre onarim1 yapilamamaktadir (17,111).
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Apoptozun erken evresinde hiicreler birlesme bolgelerinden ayrilip, 6zellesmis
ylizey organellerini kaybedip ve biiziiliirek, birka¢ dakika i¢cinde hacimlerinin 1/3’iini
kaybetmektedirler. Bu silirecin plazma membraninda bulunan iyon kanallar1 ve
pompalarinda aktivasyonun bozulmasina bagli olarak gerceklestigi diistiniilmektedir
(17).  Apoptotikhiicrelerin  bulundugu dokulardan elde edilen kesitler 151k
mikroskobunda incelendiginde, bu hiicreler etrafinda acik bir parlaklik goriilmektedir
(111).

Daha sonra plazma membraninda tomurcuklanmalar olugmakta ve hiicre,
sitoplazma ile c¢evrilmis kromatin pargalarindan olusan apoptotik cisimciklere
parcalanmaktadir. Apoptotik hiicreler komsu hiicreler ile makrofajlar tarafindan taninip
fagosite edilmektedir (112).

Apoptoz, tek bir hiicrede biiziigme ve ¢evre hiicrelerle olan temasin kaybolmasi ile
karakterize olarak tanimlanmaktadir. Hiicresel biiziismenin nedeni Na*, K, cl tagtyici
sistemin durmasi sonucu hiicre i¢i ve disi arasindaki sivi hareketinin olusmamasidir.
Apoptotik uyarimi alan hiicre, hacminin yarisina diisiip, ¢evre ile olan baglantilarini
kesmekte ve mikrovilluslar1 kaybolmaktadir. Elektron mikroskobunda gozlenen
degisikliklerde, oncelikle plazma membraninin sekli bozulmakta ve ‘zeiozis’ olarak
tanimlanankabarciklanmalar olusmaktadir. Bu tomurcuklanma ve pargalanma olayinda
transglutaminaz enzimi rol oynamaktadir (17).

Fosfolipitler, yani i¢ tabakada bulunan fosfatidilserin ve fosfatidiletanolamin ile
dis tabakada bulunan fosfatidilkolin asimetrik olarak dagilmislardir. Normal hiicrelerde
bu asimetri ATP’ye bagli translokaz ile aktif olarak korunmaktadir. Apoptoz sirasinda
ya ATP translokaz yetmezligi ya da diger enzim sisteminin aktivasyonu sonucu
fosfotidilserin dig ylizey tabakaya yerlesmektedirler. Bu durum apoptotik cisimcigin
fagositozu i¢in bir uyar1 olusturmaktadir. Apoptotik cisimcikler, sitokin salgilanmasini
ve inflamasyon olusumunu uyarmaksizin, makrofajlar ya da komsu hiicreler tarafindan
fagosite edilmektedirler. Apoptoz 30 — 60 dakika gibi bir siirede tamamlanmaktadir.
Hiicre iskeleti apoptozda Onemli bir role sahiptir (113). Elektron mikroskobunda
apoptoz sirasinda, kromatinin yogunlagmasi, sitoplazmanin biiziilmesi, plazma
membraninin kabarmasi, mitokondri dis membraninda sisme, mitokondrial membran
araliginda sitokrom c ve bir oksidorediiktaz ile iligkili flavoprotein olan AIF salinimu,

oldugu bildirilen morfolojik degisikliklerdendir (sekil 2.13)(82, 114)
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Sekil 2.13. Apoptozda meydana gelen morfolojik degisiklikler (82)
2.4.1.4. Fagositoz

Apoptotik cisimler ¢evredeki parankim hiicreleri ve fagositler tarafindan fagosite
edilerek dokudan temizlenirler (109). Apoptotik hiicrelerin taninmasi, plazma
membranindaki degisikliklerle olur. Normalde hiicre membraninin i¢ tabakasinda olan
fosfatidil serin, aminofosfolipid transferaz enzimiyle membranin dis yapragina goc eder.
Fagositik hiicrelerinlektin 6zelligindeki reseptorleri fosfatidil serin ile baglanir ve

fagositozu uyarir (81).

2.5.Hypericum perforatum L.

Hypericum perforatum L., Hypericaceae (Guttiferae=Clusiaceae)familyasina ait
olan, Mayis ile Agustos aylar1 arasinda ¢igeklenen, boyu 0,3 ile 1 metre arasinda
degisen 5 petalli, sar1 ¢igekli, ¢ok yillik otsu bir bitkidir (115). Tiirkiye’de halk arasinda
‘sar1 kantaron, binbir delik otu, kili¢ otu, yaki otu, mayasil otu, koyunkiran’ (115);
Ingilizce’de ise ‘St. John’s Wort’ veya ‘goat weed’ isimleri ile bilinmektedir (115).

Bitkinin Ingilizce adinin, hristiyanlik inancinda bir aziz olarak kabul edilen St.

John’ un ( John the Baptist) dogdugu ay olan Haziran’ da altin renkli ¢igeklerini agmasi
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nedeniyle bu azize atfen verildigi diistiniilmektedir (116). Diinyada 350- 400 kadar tiirle
temsil edilen Hypericumcinsine (117) mensup olan bitki, diinyanin iliman ve tropikal
iklimli bolgelerinde; ¢ogunlukla yol ve ¢imenli nehir kenarlarinda, bakimsiz tarlalarda
ve kis1 nemli, yazi kurak olan bolgelerde yayilis gostermekte olup,en iyi hafif asidik ya
da notr topraklardayetismektedir ( 118). Avrupa, Kuzey ve Giliney Amerika, Avustralya
ve Cin’ de tarimi yapilan bitki (119) iilkemizde Marmara, Karadeniz, Ege, Orta ve Dogu
Anadolu, Akdeniz ve Gilineydogu Anadolu bélgelerinde yayilis gostermektedir ve 84
tirle temsil edilmektedir (117,120). H. perforatum L.” de c¢iceklerin ve yapraklarin
cevresinde gozle goriilebilen siyah oval noktaciklar (salgi cepleri) bulunmaktadir (117).
Bitki i¢in karakteristik olan bu salgi ceplerinin, antidepresan akivitesiyle iligkilendirilen
hiperisin ve flavanoidleri iceren kisimlar oldugu belirtilmektedir (117).

Romalilar doneminde askeri bir doktor olan Proscurides; bitkinin diyare ve safra
rahatsizliklarinda kullanimina dikkat ¢ekerek, bitkiden ilk defa bahsetmistir (115). Ayni
zamanda Yunanli hekim Dioscorides de bitkinin birtakim tibbi kullanimlarini tavsiye
etmistir. Eski Yunan ve Romalilar,Hypericum filizlerini evlerindeki yiiksekte bulunan
simgeler ve heykellerin {lizerine yerlestirmiglerdir. Ciinkii bu bitkinin onlar1 giinahkar
heveslerden koruyan gizli gii¢lere sahip olduguna inanmislardir (121). Bitkinin mental
rahatsizliklarin tedavisinde kullanimina ilk deginen tlinlii Alman hekim Paraselsus ( 115)
olmustur. Ilerleyen zamanda ise yine Alman doktor K. Daniel’ in, bitkinin ekstresini 20
depresyon hastasinda deneterek gozlemlerini paylastigi ve 2. Diinya Savasi’ndan once
yayinladigi makalesi fazla ilgi gérmemistir (115).

Bitki yiizyillar boyunca antiinflamatuar, sedatif, analjezik, ditiretik, antimalaryal
ve yara ilaci olarak oral ve topikalyoldan kullanilmistir. Geleneksel endikasyonlar ise
travma, yaniklar, romatizma, ndralji, gastroenterit, yilan sokmasi, tlserler, ezilmeler,
burkulmalar, diyare, menoraji, histeri, yatak 1slatma ve depresyon olmustur (121,122).

1984 yilinda, o donemki adiyla Alman Federal Saglik Ajansi’ na bagh
Komisyon E, H. perforatum L. hakkinda bitkinin geleneksel kullanimina dayanarak
depresyon, sinirlilik hali ve anksiyete gibi psiko- otonomik rahatsizliklarda kullanimin
tavsiye eden bir monograf yaymlamigtir (115). Bugiin St. John’s Wort’ iin hafif- orta
siddetli depresyon rahatsizliklarinin tedavisindekikullanimi ¢ok iyi bilinmektedir (116).
Depresyonun tedavisinde oOzellikle Amerika ve Almanya’da siklikla bagvurulan bu

bitkiden hazirlanan preparatlarin satist Amerika’da 270 milyon dolari, diinyada ise 570
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milyon dolar1 gegmistir (117).H. perforatum L. ile yapilan bir calismada bitkideki
hiperisin ve psodohiperisinin farelere retroviral enfeksiyon uygulandiktan sonra
antiviral aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Retroviral aktivitesinden dolay1 AIDS ile
baglantisi tespit edilen bu bitki bdylelikle popiiler hale gelmis; lizerinde daha fazla

klinik, farmakolojik ve biyokimyasal ¢calisma yapilmasini saglamistir (118).

2.5.1.H. perforatum’ un biyolojik aktif bilesenleri:

Bitkinin toprak {istli boliimlerinin sulu alkollii ekstreleri (%60 etanol veya %80
metanol) baslica 6 dogal iirlin grubu icermektedir. Bunlar: (1) naftodiantronlar, (2)
floroglusinoller, (3) flavonoidler, (4) biflavonlar, (5) fenilpropanlar ve (6)
proantosiyanidinlerdir. Ayrica daha az miktarlarda tanenler, ksantonlar, esansiyel yaglar
ve amino asitler de yer almaktadir. Biitiin bu bilesenler saf H. perforatum bitkisinin ana

bilesenlerini olusturmaktadir (123) (Cizelge2.3).

Cizelge 2.3. H. perforatum ana bilesenlerinin bilinen biyolojik 6zellikleri (123)

Icerikler Aktivite
Amentoflavon Antiinflamatuar, antiiilserojenik
Hiperforin Gram pozitif bakteriye karsi antibakteriyel aktivite, yara iyilestirici,

norotransmitter inhibitdrli, antidepresan, potansiyel antikarsinojenik,
anjiyojenez inhibitorii ve antimalaryal

Hiperisin Antiviral, antidepresan aktivite, antiinflamatuar

3°,8°’-biapigenin Kismen sedatif

Proantosiyanidinler Antioksidan, antimikrobiyal, antiviral, damar gevsetici

Psodohiperisin Antiviral

Kersitrin In vitro MAO inhibitdr aktivite

Ksantonlar Antidepresan, antimikrobiyal, antiviral, diiiretik, kardiyotonik, MAOx4
inhibitori

2.5.1.1. Naftodiantronlar
Bu bilesenler yogun kirmizi renk ve fototoksik ozelliklerle (124) Hypericum
cinsine Ozgidiir (123). Bu grubun major bilesenleri hiperisinlerdir. Bitkiden

protohiperisin ve psddoprotohiperisin olarak adlandirilan prototiirevler izole edilmistir.
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Bu doymamig triinler sirasiyla etkili bir sekilde stabil {iriinler olan hiperisin ve

psodohiperisine dontistiiriiliir (Sekil 2.14)(123,125).

OH O OH

HO CH,R
Hiperisin:R=H
HO CH3  pssdohiperisin:R=0H

OH 0O OH

Sekil 2.14. Hiperisin ve psddohiperisin (125)

Hiperisin ve psoddohiperisin bitkinin gelisim fazinda anlamli varyasyonlar ile
hambitkinin ¢i¢ek ve yapraklarinda kuru agirligin %0.03 ve %0.3’ ii konsantrasyonlarda
yer alir (123). Psddohiperisin hiperisine gore 2-4 kat daha yliksek miktarlarda olacak
sekilde bitkideki ana naftodiantrondur (121,123). Psddohiperisinin oksidasyon tirlinii
olan siklopsddohiperisinin,H. perforatum ekstrelerinin kirmizi renginden kismen
sorumlu oldugu bildirilmektedir (123). Hiperisin igerigi ( yaklasik %0.1-0.15) hem
hiperisin hemde psddohiperisini igerir (123) ve bazen ‘total hiperisinler’olarak refere
edilir.

Naftodiantronlar neredeyse tiim ¢oziiciilerde sinirlt 6lclide ¢oziiciiliikk gosterir.
Saf bilesenler Ozellikle hiperisin, ortam sicakliginda su igerisinde neredeyse hig
¢oziilmez. Buna ragmen, naftodiantron igeriginin %40’ indan fazlas1 60-80°C’ de sulu
cay hazirlandiginda ham bitkiden ekstre edilebilir (yaklasik % 35 psddohiperisin ve %6
hiperisin). Coziiniirliikteki artis naftodiantronlarin ¢oziiniirliigiini modifiye eden
koefektorlerin varligina dikkat ¢ekmektedir. Hiperisin ve psddohiperisinin potasyum
tuzlar1 Hypericum tiirlerinin ‘¢oziilebilir pigmentleri’ olarak kesfedilmistir ( 123).

Hiperisinler H. perforatum’un en ilging bilesenleridir ve bu grup bilesenler igin
pekcok farmakolojik etki tanimlanmistir. Hiperisin ve psddohiperisin sirasiyla 1,7 mg/L

ve 15mg/L ICsy degerleri ile protein kinaz C’yi spesifik bir sekilde inhibe etmistir ve
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memeli hiicrelerinde antiproliferatif aktivite gosterir. Bu durum hiperisin  ve
psodohiperisinin hiicrelerin viral enfeksiyonu sirasinda protein kinaz C ile ger¢eklesen
fosforilasyonun inhibisyonuna baglanabilecek sekilde antiretroviral aktiviteyi
aciklamaktadir (126). Hiperisin ayrica CD8+ T hiicresi aracili sitotoksisite reaksiyonu
lizerine inhibitor etkisiyle iligkili olarak T hiicresi aracili hastaliklarin tedavisi igin etkili
bulunmaktadir (127).

Son zamanlarda hemoglobinve hiperisinin  karigimlarinin irradyasyonunun,
reaktif oksijen tiirlerinin (hemoglobinin yapisini degistiren ve H,Osrediiksiyonu i¢in
proteinin katalitik aktivitesini arttiran) olusumunu aktive ettigi bulunmustur. Proses
sadece irradyasyon zamanina degilayrica hiperisin konsantrasyonuna da baglhdir. Bu
calisma sadece hiperisinin fotosensitizasyonunu dogrulamaz; hemoglobinin artmis
peroksidaz aktivitesini de degerlendirir (128).

Hiperisin, H.perforatum’un ana fotosensitize edici bilesenidir (hiperisizme
neden olur) ve fotodinamik kanser terapisi i¢in bir fotosensitizor olarak onerilmektedir.

Psoddohiperisin herhangi bir fototoksisiteye sahip degildir (129).

2.5.1.2. Floroglusinoller

Floroglusinol tiirevleri Hypericum cinsi i¢inde yaygin bir sekilde dagilim
gostermektedir. H. perforatum’ da bulunan iligkili bilesenler hiperforin ( ana floroglusin
igeriginin %2-4.5" 1) ve adhiperforin ( %0.2-1.9) dir. Adhiperforin ilave bir metal grubu
igerir (121,123) (Sekil 2.15) (130).

hyperforin  R=H
adhyperforin R = CH,

Sekil 2.15. Hiperforin ve adhiperforin (130)
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Bu bilesenler sadece iireme organlarinda bulunur ( c¢iceklerde yaklasik% 2,
olgun meyvelerde %4.4 ve olgunlasmamis meyvelerde %4.5)(123,131). Ancak bitkinin
cay ve tentiir gibi geleneksel preparatlar1 ¢ok az hiperforin igerir ya da hi¢ icermez
(132). Hiperforinin ana oksidasyon {iriinii furohiperforin, hiperforin konsantrasyonunun
%5’ i kadar toprak iistii boliimlerde bulunur (133). ilave olarak okzepahiperforin (134)
ve diger hiperforinin oksidasyon analoglari izole edilmis ve aydinlatilmistir (135).

Hiperforin 6zellikle sulu soliisyonlarda olduk¢a unstabil olmasina ragmen 151k ve
1stya maruz kaldiginda pekcok ticari ekstrede %0-6 konsantrasyonlarda bulunmaktadir.
Degradasyon iiriinleri 2-metil-3-biiten-2-ol ve saglam hiperforin karbon iskeleti ile iki
oksidasyon tirtiniidiir (123).

H. perforatum’ da bulunan hiperforinler farmakolojik agidan c¢ok ilging
bilesenleri temsil etmektedir. Hiperforinin kendisinin pek¢ok in vitro norotransmitter
sistemi inhibe ya da modiile ettigi gosterilmistir. Sinaptozomal preparatlarda 0.5 mg/ L
civarinda ICsy degerleri ile serotonin, dopamin ve noradrenalinin gii¢lii bir geri alim
inhibitoriidiir (136). Bu durum hiperforinin bitkinin antidepresan aktivitesindeki olasi
roliinii desteklemektedir. Antidepresan aktivitenin mekanizmasinin norotransmitterlerin
sinaptik geri alimmin inhibisyonu oldugu diisiiniilmektedir (137). Bilesen yeni bir
antineoplastik ajan olarak oldukca kapsamli bir sekilde arastirilmaktadir (138).
Hiperforin ayrica antimalaryal aktivite gdstermektedir ve mikromolar araliginda birICsg
degeri ile Plasmodium falciparum’ a karsi aktif oldugu bulunmustur. Bu aktivite oto-
oksidasyona fenol benzeri duyarliliga ve prenil rezidiieleri {lizerine doymamishigin

varligina dayanmamaktadir (139).

2.5.1.3. Flavonoidler

Flavonoidler, H. perforatum’ un biyolojik olarak aktif bilesenlerinin ana
grubunu olusturmaktadir (%2-4). Simdiye kadar teshis edilen flavonol aglikonlari
kemferol, luteolin, mirsetin ve kersetini icermektedir (123). Hiperozit (hiperisin)ve rutin
genel olarak H. perforatum glikozitleri arasinda baskin olanlardir. Onlar1 kersitrin ve
izokersitrin izler (sekil 2.16) (140,141). Martonfi ve ark. (142) Italya’ da yetisen rutinsiz
kemotip teshis etmislerdir. Butterwick ve ark. (143) bitkiden mikelanin ( kersetin 3-O-

glukronit) ve astilbin ( taksifolin 3-O-ramnopiranozit) izole etmislerdir.
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OH

OH
HO o)
OR
OH 0]
R=H Kersetin
R= Ramnoz Kersitrin
R= Glikoz Izokersitrin
R= Rhamnoz-glukoz Rutin
R= Galaktoz Hiperozit

Sekil 2.16. Kersetin ve heterozitleri (140)

Flavonol glikozitlerinin spazmolitik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.
Bilesenler ayrica biyojenik aminlerin katabolizmasindan sorumlu enzim olan monoamin
oksidaz ve katekol-O-metiltransferazi inhibe eder. Glikozitler daha az aktif olmasina
ragmen kersetin, kemferol ve luteolin flavonoid aglikonlarinin en yiiksek aktiviteye
sahip olanlaridir. Bazi flanvonoidler benzodiazepin reseptoriine baglanabilmektedir ve
H. perforatum flavonoidlerinin ayni yolla etki edebilecegi tartisilmaktadir. Rutinin H.

perforatum ekstresinin antidepresan aktivitesi icin gerekli oldugu gosterilmistir (123).

2.5.1.4. Biflavonlar

Biflavonlar bazi bitkisel kaynaklarda bulunan dimerik flavonlarin nadir bir
grubudur. H. perforatum’ da belirlenen 3 biflavon 3°,8""-biapigenin (%0.1-0.5),
amentoflavon (%0.01-0.05) (Sekil 2.17) (123, 144) ve 6,8  '-dikersetin (123)’ dir.
Ancak amentoflavonun, antiinflamatuar ve analjezik aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir  (123). Amentoflavonun diazepamla karsilastirilabilir bir afiniteyle

benzodiazepine reseptorlerine baglandigi bildirilmistir (123).
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Sekil 2.17.Amentoflavon (144)

2.5.1.5. Fenilpropanlar
Bu bilesenler baslica p- kumarik asit ve kafeik asit gibi hidroksisinnamik asitlerin
esterleri olarak bulunmaktadir. Klorojenik asit, H. perforatum ekstresinde %1’ in
asagisinda konsantrasyonlarda belirlenmistir (Sekil 2.18) (123,145).H. perforatum’ daki
farmakolojik etkileri bilinmemektedir. Klorojenik asidin yanmi sira kafeik, p-kumarik,

ferulik, izoferulik, gentisik ve sikimik asit de ayrica bildirilmistir.

HO  COOH

H
Sekil 2.18. Klorojenik asit (145)

2.5.1.6. Proantosiyanidinler

Bu bilesenler tanenlerle temsil edilirler. Total konsantrasyonlari ¢i¢eklenme
fazindan 6nce maksimum bir konsantrasyon ile %2-4 arasinda degismektedir. Dimerik,
trimerik ve tetramerik prosiyanidinlerle birlikte dimerik prosiyanidin bitkiden izole
edilmistir (123).

Proantosiyanidinler,antioksidan, antiviral ve antimikrobiyal etkiler

gostermektedir; fakat higbir antidepresan etki bildirilmemistir (123).
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2.5.1.7. Ugucu yaglar

H. perforatum’ daki esansiyel yaglar; terpenoidleri (a-pinen, B-pinen, geraniyol,
B-karyofillen, B-farnesen, humulen ve germakren D) ile birlikte alifatik bilesenleri ( 2-
metil oktan, n- nonan, n- dekan, n-undekan, n-tetradekanol, 2-metil-dekan ve 2-metil-
dodekan) icermektedir (123). Yapraklar ve ¢igeklerde seskiterpen ve alifatik
hidrokarbonlarin biyosentezi ve oksitlenmis alifatikler arasinda farkliliklar gozlenmistir.
Veriler gostermistir ki yapraklardan elde edilen esansiyel yaglar i¢indeki B-karyofillen
ve karyofillen oksit ciceklerden elde edilenden daha yiiksektir. Ancak dodekanol,
spatulenol, viridiflorol, karotol ve tetradekanol ¢i¢eklerde daha yiiksek miktarlarda

bulunmustur ( 146).

2.5.1.8. Diger kimyasal bilesenler

Diger tipik bilesenler ksantonlar ( 1,3,6,7-tetrahidroksiksanton ve kielkorin C
(%0.01), asitler ( izovalerinik ,nikotinik, miristik, palmitik ve stearik), karotenoidler,
kolin, nikotinamid, pektin, B-sitosterol, yag asitleri, amino asitler, C vitamini, tanenler,

hidroksiperoksikadiforin ( gévde ve yapraklarda) ve bisantrakinon glikozitleridir (123).

2.5.2.H. perforatum iizerinde yapilms biyoaktivite calismalari

2.5.2.1. Antidepresan etki

2.5.2.1.1. In vivo cahsmalar

Depresyonun etiyolojisi olduk¢a komplike olup, bugiin hala ¢ok da iyi
anlagilamamistir. Elde edilen veriler serotonerjik ve noradrenerjik nérotransmisyon ve
santral patofizyolojik durumla iligkili oldugunun altin1 ¢izmektedir. Ayni sekilde,
piyasada mevcut olan antidepresan ilaglarin neredeyse hepsi santral sinir sisteminde
gorevli norotransmitterler olan serotonin, noradrenalin ve dopaminin sinaptik iletimi
tizerinde etkili olmaktadirlar. Bu nedenle antidepresanlarin biiylik bir kismi, ilgili
sinapslarda serotonin ve noradrenalin diizeyinin yiikselmesini saglamaktadir. Bu da
aslinda H. perforatum’un antidepresan etki mekanizmasinin da noradrenalin, serotonin

ve dopamin ile ilgili oldugunu gostermektedir (115).
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“Doganin Prozac’1” diye tabir edilen H. perforatum bitkisinin, klasik
antidepresanlara alternatif olarak hafif ve orta siddetli depresyona karsi antidepresan
etkisi iizerine bircok ¢alisma gerceklestirilmistir(147). Fare ve sigan gibi kemirgenler
tizerinde denenen davranis ile ilgili deney modellerinde bitkinin sulu alkollii ekstresinin
antidepresan etkisi gosterilmistir(115). Saf hiperforin ve Hypericum ekstresi ayrica
ratlarda davranig-iimitsizlik testinde antidepresan aktivite gostermistir (116). Ekstre,
genellikle hiperisin tizerinde % 0,3 total hiperisin olacak sekilde standardize
edilmektedir. Hiperforinin 1s18a ve 1siya karsi dayanikisiz olmasindan 6tiirii, hiperisine
gore daha az sayida c¢alisma yapilmistir ve ekstredeki miktart %]1-5 arasinda
degismektedir.

Yapilan bir ¢calismada %35 hiperforin tasiyan ekstre yerine, % 0,5 hiperforin
tasiyan ekstrenin verilmesi ile, antidepresan etkinin azaldigi tespit edilmistir(148).
Ayrica saf hiperforin ile bitkinin hiperforin icerigi bilinen ekstrelerinin depresyonla
ilgili hayvan deneyi modellerinde denenmesi sonucu antidepresan 6zellige sahip oldugu
tespit edilmis olup yine de si¢an beyninde hiperforin seviyesinin oldukc¢a diisiik oldugu
sonucuna ulagilmigtir(115).

Bitkinin antidepresan etkisine ait muhtemel mekanizmalardan biri, intra- ve
ekstra-ndronal olarak bulunan bir enzim olan MAQO’ nun inhibisyonu olarak
diisiiniilmiistiir(149). Buna bagli olarak, daha onceki yillarda, bitkinin antidepresan
etkisinin hiperisin’in MAO inhibitorii aktivitesine bagh oldugunu gosteren caligmalar
mevcuttur ( 115,150). Ancak aktivite, in vivo olarak etki elde edilmesi ¢ok yiiksek olan
bir dozda (> 100 g/ml) gozlendigi gibi, 100 mg/kg dozda ekstrenin sicanlara
intraperitonal olarak verilmesinden sonra MAO inhibitorii etki goriilmemistir(115).
Bagka bir deyisle, MAO-A ve MAO-B inhibitor etkiyi gosterebilmesi i¢in ekstrenin ¢ok
yiiksek dozlarina ihtiyag oldugu ifade edilmistir.

Hiperforinin serotonin geri alim inhibisyonunun etki mekanizmasinin; hiicre i¢i
serbest Na" iyon konsantrasyonu ile alakali oldugu gosterilmistir. Bu durum hiicre ici
pH azalmasinin sonucu olarak Na+/H+ degis-tokusunun ikincil etkisi olabilir. Plazma
protein baglanmasinin in vivo 5-hidroksitriptamin (5- HTP) uptake inhibisyonunda
kisitlayict faktér oldugunu gosterecek sekilde hiperforininplateletce zengin plazmada
degil ancak yikanmis plateletlerde 5-HTP re-uptake’ ini inhibe ettii gosterilmistir
(116).
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Ote yandan, bitkinin ekstresinin, 5-HTP, dopamin ve noradrenalinin
sinaptozomal geri alimlarimi in vitro olarak inhibe ettigi ve bu etkiye de hiperforinin
neden oldugunu gosteren ¢alismalar bildirilmistir(136,151,152). Fakat, bu sonuglar etki
mekanizmasinin, re-uptake inhibitorleri olan sentetik antidepresanlardan biraz daha
farkli olduguna dikkati cekmektedir.

Hiperforinin bariz monoamin geri alimi {izerindeki inhibitor etkisi, intraseliiler
H" ve Na' ve/veya sinaptik vezikiillerde depolanan nérotransmitter diizeylerinde
degisiklige yol agmaktadir(151,153,154).

Ozetle bu arastirmalardan ¢ikan sonuglar(155);

v" Hiperforinin etki etme sekli/ etkisi; santral sinir sistemindeki bazi reseptorlere
baglanarak gerceklesmektedir.

v" Ya da hiperforin, yapisi heniiz bilinmeyen bir metaboliti lizerinden dolayl
yoldan santral sinir sistemi reseptorlerine baglanarak veya birtakim

noromodiilatorleri indiikleyerek etki etmektedir.

Diger taraftan, bitkinin antidepresan aktivitesinin en 6énemli mekanizmasi olarak;
klasik trisiklik antidepresanlarin etki mekanizmasina benzerligi g6z oniine alinabilir. Bu
mekanizma ise, presinaptik sinir uclarindan sinaptik araliga salinan nérotransmitterleri
geri dondiiren serotonin ve/veya norepinefrin tasityici proteinlerin  kompetitif
inhibisyonu esasina dayanmaktadir. Buna gore; bazi antidepresanlar her iki proteinden
birini inhibe ederken, bazilar da hem noradrenalin hem de
serotonin tasiyicilarim inhibe etmektedir. Ustelik bitkinin ekstresi serotonin ve
noradrenalinin  sinaptozomal alimmin inhibisyonu yaninda; dopamin, gama-
aminobiitirik asit (GABA) ve L-glutamatin da fare beyin dokusunda ayni sekilde
aliniminin inhibisyonuna yol ag¢maktadir(156). Bu bulgu, aym1 zamanda si¢an
sinaptozomlarinda, sigan noronlarindan elde edilen primer hiicre kiiltliriinde ve yine
sican kortikal astrosit kiiltiiriinde de ispatlanmstir(136,152,156). Ilging bir sekilde,
ekstre uygulamasi durdurulduktan bir siire sonra, bu alinimin tekrar eski haline dondiigii
de gozlenmistir(157). Bu bulgularla benzer sekilde, cesitli arastirmacilar tarafindan,

hayvan deney modellerinde H. perforatum ekstresinin akut/kronik uygulamasindan
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sonra, noradrenalin, dopamin ve serotonin veya bunlarin metabolitlerinin beyindeki
seviyelerinde oldukca farkli degisikliklerin oldugu saptanmistir(115).

Hiperforinin yillarca bitkinin biyolojik etkileriyle bir ilgisi olmadig1 sanilmakta
iken, ilging bir sekilde, bitkinin ndrotransmitter aliniminin inhibisyonu iizerindeki
etkisinden sorumlu olan baslica bilesik oldugu tespit edilmistir. Hiperforinin, ndronal
dokularda ekstrenin kendisine gore yaklasik 10 kat daha giiglii olup, ekstredeki nicel
olarak en 6nemli bilesik oldugu sdylenebilir(157).

Hayvanlarla yapilan deneylerde, H. perforatum’un sulu alkolli ekstresinin akut
dozlarinin serotonerjik sistem iizerindeki etkileri halen tartismalidir. Ornegin; ekstre
uygulamasiyla sican beyin korteksinde 5-HTP ve metaboliti  5-hidroksi-
indolasetikasit’in (5-HIAA) kayda deger Olclide artis gosterdigi goriilmiistlir(158). Fakat
bir diger arastirmada, ekstre uygulamasiyla, fare hipotalamus ve hipokampiisiinde 5-
HTP ve 5-HIAA seviyelerinde artis gozlenirken, kortekste sadece 5-HIAA seviyesinin
yukseldigi goriilmistiir(159).

Tiim bu degerlendirmeler, H. perforatum ekstresi ve hiperforinin in vivo olarak
5-HTP norotransmisyonunu etkileyebilecegini gostermektedir.Fakat, hala bunun
bitkinin antidepresan etkisiyle ne kadar iligkili oldugu da tartigmalidir. Noronal
membran reseptorlerindeki degisikliklerin H. perforatum ekstresinin genellikle 15
giinlik uygulamasi sonrasinda goriildiigii belirtilmistir(156,160). Klinikte de ayni
sekilde, antidepresan etki elde edilebilmesi icin tekrarlanan tedavi uygulamasi ile
uyusmaktadir(161,162).

Yine antidepresan etki mekanizmasinda rol alan sigma reseptorleri lizerine H.
perforatum ekstresinin, hiperforinin ve bazi analoglari ile biapigeninin kayda deger bir
etkisinin olmadig1 gozlemlenmistir(115). Ancak Raffa’nin ¢alismasinda(163), hiperisin
ve psddohiperisin sigma reseptorlerine baglanma {izerine inhibitor etki gostermislerdir
(ICs0=1,4 mg/ml). Fakat bu tiir bir etkilesme icin gerekli olan hiperisin konsantrasyonu,
insanlarda nanomolar seviyede olan plazma konsantrasyonuna gore oldukga yiiksektir.

Butterweck ve ark. (164) Hypericum perforatum’ a ait c¢esitli ekstre
bilesenlerinin farmakolojik 6dnemini degerlendirmek {izere fare ve ratlarda in vivo bir
calisma yiiriitmiislerdir. Ug ekstre hazirlanmistir. Bunlardan ilki hem hiperforin (%3,2)
hem de hiperisin (%0,15) igeren St.John’s wort sulu alkollii ekstresi (Ekstre A); ikincisi

hiperforin igermeyen ancak hiperisin (%0,14) igeren ekstre (Ekstre B); ligiinciisii
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hiperforin ve hiperisin igermeyen ancak flavonoidlerce (yaklasik %12) zengin ekstre
(Ekstre C). Farelerde kuyruk siispansiyon testi (TST) ve ratlarda zorlamali ylizme testi
(FST) kullanilarak {i¢ preparatin in vivo aktivite profili karakterize edilmistir. Daha
sonra saf hiperforinin aktivitesi de arastirilmistir. Saf hiperforin (8 mg/kg) kadar Ekstre
B ve C (500 mg/kg) akut uygulamadan sonra TST’ de immobilite zamanini belirgin
derecede kisaltmig, ancak Ekstre A etkisiz kalmistir. FST de her ii¢ ekstre 500 mg/kg
maruziyetten sonra immobilite zamanini kisaltmistir. Bu g¢alisma ile arastirmacilar
flavonoidlerin St. John’s wort ekstresinin terapdtik efikasitesinden sorumlu bilesenlerin
bir bolimii oldugunu o6ne siirmiislerdir.Hiperisin ve hiperforin igermeyen ekstrenin,
davranis modellerinde antidepresan aktivite gosterdigi kanmitlanmistir.  Ayrica
hiperforinin St. John’s wort ekstresinin yararli etkilerini devam ettirdigi de

gosterilmistir.

2.5.2.1.2. Klinik Cahismalar

Maprotilin, imipramin, sertralin ve fluoksetin gibi mevcut antidepresan ilaglarla
kiyaslamali olarak H. perforatum ekstresi ile yapilmis c¢ok sayida klinik g¢alisma
mevcuttur (165-170). Witte ve ark. tarafindan gergeklestirilen depresyon tanisi
konulmus hastalar {izerinde ¢ok merkezli ve plasebo kontrollii bir klinik ¢alismada
(171), 6 hafta siiresince H. perforatum ekstresi (Psychotonin® Forte) verilen hasta
grubunun Hamilton Depresyon SkalasitHDS)’ na gore, plasebo grubuna kiyasla
degerlerinde %79 oraninda azalma oldugu gosterilmistir. Hafif ve orta siddette
depresyon teshisi konulmus hastalara, H. perforatum’dan hazirlanan LI 160 ekstresi 6
hafta siiresince verilmis ve depresyon 6l¢iimiinde kullanilan énemli bir parametre olan
HDS’ de tedaviden 6nce 20,2 olan degeri, 6 hafta sonra 8,8’e¢ gerilemistir(166).
Imipramin verilen hasta grubunda ise benzer sekilde, tedaviden dnce 19,4 olan deger,
tedavi sonrasinda 10,7’ye gerilemistir. Ancak ekstre verilen grupta, imipramin grubuna
gbre daha az yan etki tespit edilmistir. Bir randomize, ¢ift korlii, cok merkezli caligmada
hafif-orta dereceli depresyonlu 162 hastaya 6 hafta siiresince giinde 2 kez 250 mg
(glinliik 1 mg hiperisine esdeger) St. John’s wort ekstresi (ZE 117) veya plasebo
verilmistir (116). Calismanin sonunda, plasebo alan hastalarin %15°1 ile karsilagtirilan,
St. John’s wort uygulanan hastalarin %56’s1 tanimlanmus kriterlere gére cevap verenler

seklinde siniflandirilmistir. Advers etki gozlenen hasta proporsiyonlar1 gruplar arasinda
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benzer ¢ikmustir (sirasiyla St. John’s wort i¢in %7.4 ve plasebo i¢in %6,2). Ayni pozitif
sonuglar, ZE 117 kodlu H. perforatum ekstresinin 6 hafta siiresince uygulandigi ve
imipraminle kiyaslandigi1 randomize, ¢ifte korlii ve cok merkezli bagka bir calismada da
tespit edilmistir(172).

Bir randomize, ¢ift korlii, ¢ok merkezli deneyde orta depresyonlu 263 hastaya 8
hafta boyunca giinde 3 kez 350 mg St. John’s wort ekstresi (STEI 300, %0,2-0,3
hiperisin ve %2-3 hiperforin iceren; n=106), giinde 100 mg imipramin (3 boliinmiis
dozda:50 mg, 25 mg ve 25 mg; 1. giin 50 mg, 2-4. glin 75 mg; n=110) veya plasebo
(n=47) verilmistir (116). 6 haftalikuygulamadan sonra Hypericum plaseboya gore daha
etkili bulunmustur, 8 haftalik uygulamadan sonra imipramin kadar etkili bulunmustur.
Ayrica hem St.John’s wort hem de imipraminin plasebonun yaptigindan ¢ok daha fazla
uzunlukta hayat kalitesini arttirdig1 gozlenmistir. St. John’s wort alanlarin %22’si,
imipramin alanlarin % 46’s1 ve plasebo alanlarin %19’unda advers olaylar bildirilmistir.

Amerika’da DSM-IV kriterine gére major depresyonlu hastalarda St. John’s
wort ekstresi (giinlik 900-1800 mg) ile SSRI sertralinin (giinlik 50-150 mg)
karsilastirildigr genis bir plasebo kontrollii ¢alisma yiiriitiilmiistiir (116). Randomize,
cift korli kontrollii deneylerin yayinlanan Ozetlerinde, St. John’s wort ekstresi
plaseboya tistlinliik saglamistir (116). Hafif orta depresyonda giinliik 20 mg St. John’s
wort ve fluoksetin arasindaki efikasite ile (116) giinliik 150 mg St. John’s wort ve
imipramin arasindaki (116) efikasitenin esit oldugu bildirilmistir.

St. John’s wort ile SSRI” lerin karsilastirildig: bir ¢alismada, ICD-10 kriterine
gore hafif-orta dereceli depresyonlu 60-80 yas aras1 161 hastaya 6 hafta boyunca giinde
2 kez 400 mg St.John’s wort ekstresi (LoHyp-57) ve 10 mg fluoksetin verilmistir (116).
Ekstrenin ne hiperisin ne de hiperforin igerigi ¢alismanin yayimlanan bir raporunda
bildirilmemistir. Maruziyet peryodunun sonunda St. John’s wort alanlarin %71,4’1 ve
fluoksetin alanlarin %72,2° si tamimlanmig, onceden belirlenmis kriterlere gore cevap
vericiler olarak simiflandirilmistir. Hafif-orta dereceli depresyonlu hastalarin alt
gruplarindan elde edilen veriler analiz edildiginde hem St. John’s wort hem de
fluoksetin benzer efikasite gostermistir. Advers reaksiyon gelisen hasta sayisi ekstre ve
fluoksetin i¢in sirasiyla 13 ve 17 olmustur (116).

Hafif-orta dereceli depresyonlu ayakta tedavi alan 30 hastada yapilan randomize,

cift korli deneyde St. John’s wort ekstresinin (LI 160; 600 mg/giin/hafta sonrasinda 6
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hafta boyunca 900 mg/giin) etkisi ile bir SSRI sertralin (1 hafta boyunca giinliik 50 mg,
sonra 6 hafta boyunca giinliikk 75 mg) karsilastirilmistir (167). Hamilton depresyon
6l¢eginde (HDS) >50 azalma seklinde belirlenen bir klinik cevap gozlenmistir. Sertralin
ve Hypericum alan hastalarin sirasiyla %40 ve %47’ sinde, iki ajanin esdeger oldugunu
One siirecek sekilde gruplar arasindaki farkliliklar istatiksel olarak belirgin olmamustir.

Hafif-orta dereceli depresyonlu hastalar1 igeren 27 randomize kontrollii
denemede St. John’s wort ekstresi ¢alisilmistir (173). Bu deneylerin 17’sinde (1168
hasta igeren) St. John’s wort ile plasebo karsilastirilmistir; diger 10 denemede (1123
hasta igeren) St. John’s wort ekstresi ile amitriptilin,imipramin, desipramin ve
maprotilin gibi geleneksel antidepresanlar veya sedatif ilaglar karsilastirilmistir. (8
calismada tek igerikli preparatlar kullanilirken, 2’sinde St. John’s wort ve valerian
kombinasyonu kullanilmistir). St. John’s wort 350-1800 mg arasinda degisen dozlarda
kullanilmigtir. Test edilen preparatlarin hiperforin igerigi bilinmemektedir. Bir¢ok deney
4-6 hafta siirerken bazilar1 3 ay siirmiistiir. Meta analizleri sonuglar1 géstermistir ki St.
John’s wort preparatlar1 plaseboya gore hafif-orta dereceli depresif rahatsizliklarin kisa
stireli tedavisinde anlamli derecede istiinlikk saglamistir. St. John’s wort preparatlari
geleneksel antidepresan ajanlar kadar etkili bulunmustur.

Depresif bozukluk yasayan hastalarin yer aldigi St. John’s wort ekstresinin
kullanildig1 randomize kontrollii deneyler yiiriitiilmiistiir (116). Bu deneylerin 6’ sinda
hafif-orta dereceli depresif rahatsizlik gdsteren 651 hasta yer almistir. 2 deney plasebo
kontrollii olarak yiiriitilmiis; 4’iinde St. John’s wort ile standart antidepresanlar
karsilastirilmistir. Calismalar 4-6 hafta siirmiis ve bitki ekstresinin giinliik dozu 200-900
mg arasinda degismistir. Uygulanan total hiperisin orani giinliik 0,75-2,7 mg arasinda
olmustur. Bu meta analizi gostermistir ki St. John’s  wort plaseboya {istiinliik
gostermistir. Bu sonug trisiklik antidepresanlarla gozlenenle benzerdir. Trisiklik
antidepresanlarin St. John’s wort preparatlarindan daha yiliksek bir yan etki
proporsiyonuna sahip oldugu bildirilmistir.

Yine randomize ve ¢ift korli bir klinik deneyde, major depresyon tanisi
konulmus hastalarin yer aldigi iki gruba, sertralin ve H.perforatum ekstresi
uygulanmigsve her iki grupta da etkinin birbiri ile c¢okbenzerlik gosterdigi
gbzlenmistir(115). Ancak sertralin verilen hasta grubunda yan etkinin daha c¢ok

miktarda gorildigii tespit edilmistir. Bu sonuglar, plaseboyla kiyaslandiginda,

56



HDS’deki toplam skoru %40’dan daha fazla azaltan H. perforatum ekstresi ile alinan
sonuglar uyumludur. Fakat yine major depresyonlu hastalarda yapilan plasebo
kiyaslamali baska bir deneyde ise depresyon semptomlarini azaltmada H. perforatum
ekstresinin etkili olmadigi bildirilmistir(115).

Depresyonlu hastalar iizerindeki bagka bir randomize, ¢ifte korlii, plasebo-
kontrollii ¢ok merkezli bir calismada; WS 5573 ve WS 5572 kodlu H.perforatum
ekstreleri, 42 giin siiresince uygulanmis ve plasebo grubuna gore HDS’de toplam skoru
%50 oraninda azaltmistir(148). Ancak bu ¢alismada en iyi sonug; WS 5573°e gore daha
yiiksek oranda hiperforin iceren WS 5572 ekstresinin denenmesi ile elde edilmistir.

Lecrubier ve ark.’larinin ¢ift korlii, plasebo-kontrollii klinik ¢alismasinda da,
WS 5570 kodlu H. perforatum ekstresi yine hafif ve orta siddetli depresyon tanisi
konmus hastalarda denenmis ve plasebo grubuna gére HDS’ de dikkat ¢ekici bir diisiise
neden oldugu gozlenmistir (174).

Ote yandan, bitkinin LI 160 kodlu ekstresinin saglikli kadinlara uygulamasindan
sonra, biiyiime hormonunun plazma konsantrasyonlarinda artma, prolaktin
konsantrasyonlarinda ise azalma tespit edilmistir(175). Bu bulgu da, H. perforatum
ekstresinin etki mekanizmasinin dopaminle baglantili olduguna dikkat ¢cekmektedir.
Sicanlar ilizerinde yapilan deneylerle de ayn1 neticeye ulasiimistir(143,176). Randomize
olarak yiiriitiilen bir ¢caligmada goniillii 12 saglikli kadinda hormon konsantrasyonlari
tizerine St. John’s wort ekstresinin (LI 160S) tek dozu 600 mg, 300 mg veya plasebo
etkisi arastirilmisgtir (116). Plaseboyla kiyaslandiginda bitki ekstresi (600 mg)
dozlamadan sonra 30-60 dakika arasinda kortizol sekresyonunu arttirmistir. Bu durum
bitkinin santral sinir sisteminde belirli nérotransmitterler iizerinde etkisinin oldugunu
gostermektedir. 3 grup arasinda ACTH, GH ve prolaktin salgilanmasi arasinda higbir
fark goriilmemistir. Szegedi ve arkadaslarinin randomize, ¢ifte-korlii ve ¢ok merkezli
calismasinda(177), WS 5570 kodlu ekstre major depresyonlu hastalar iizerinde
uygulanmis ve paroksetin ile kiyaslanmistir. WS 5570’in 6 hafta siiresince uygulanmasi
neticesinde, HDS’ de baslangicta 22 olan deger, hastalarda 14, paroksetin grubunda ise
11,4’e kadar gerilemis ve aragtirmacilar tarafindan WS 5570 ekstresinin en az
paroksetin kadar etkili oldugu ve hatta daha iyi tolere edilebildigi sonucuna ulasilmstir.

H.  perforatum ekstresinin antidepresan etkisi lizerindeki caligmalar

gostermektedir ki(178-180);
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v Klasik antidepresanlarin neden oldugu yan etkilerden basagrisi, bulanti, seksiiel
disfonksiyon, insomnia, sedasyon, aritmi, kilo degisiklikleri ve kisa siireli hafiza
kaybi vs bu bitkisel ilacin yol agtig1 yan etkilere gore daha agir seyreder ve daha
stk goriiliir.

v’ llacin kullanimina son verilmesi ile “ilag birakma” semptomlarma neden
olmadig1 gibi alisgkanliga ve bagimliliga da neden olmaz.

v' En Kkaliteli uyku evresi olan REM’i olumsuz sekilde etkilemedigi gibi
cogunlukla uyku diizenleyici etkisi tespit edilmistir.

v Klasik antidepresanlarla kiyaslandiginda alkol veya diger ilaglarla kullanimi

neticesinde etkilesimi daha azdir.

H. perforatum {izerinde yapilan c¢aligmalarin sonuglari,bitkinin standardize
ekstresini igeren preparatlarinin giinliik 500-1000 mg arasinda degisen dozlarda
alinmas ile hafif ve orta siddetli depresyon tedavisinde olumlu etkisinin olabilecegi

seklindedir(181).

2.5.2.2. Yara iyilestirici etki

H. perforatum yara iyilestirici bir ilagolarak uzun siiredir basarili bir sekilde
kullanilmaktadir. Hypericum yag infiizyonu geleneksel olarak yaniklar ve yaralarin
iyilesmesini hizlandirmak ic¢in kullanilmaktadir. Etkisi antibakteriyel aktivitesiyle
iligkili olabilir (121). Bitkinin ¢igekli tepe kismi ve taze yapraklarinin tentiirii oral
yoldan uygulandiginda Calendula ( bir diger yara iyilestirici bitki) taze
yapraklariningicekli tepe kisminin diliie edilmemis tentiiriiniin topikal uygulamasindan
daha etkili bulunmustur. Kesik yaralar1 tedavi etmede epitelizasyon, H. perforatum
uygulamasinda 15 giin i¢inde; Calendula uygulamasinda ise 16,5 giin icerisinde
meydana gelmistir (123).

Dogum sirasinda sezeryan kesikleri olan 24 kadin hastada yapilan ¢alismada
kesik olan bolgede iyilesmeCalendula yag ekstresi ve Hypericum yaglarinin
kombinasyonunun kullanim ile test edilmistir. Tedavi grubundaki kadinlarin kesikleri
%70 Hypericum ekstresi ve %30 Calendula ekstresinin yagli kisimlar1 karigimi ile
topikal olarak tedavi edilmistir. ikinci grup plasebo grubu olmustur ve bugday ruseym

yag ekstresi verilmigtir. Biitiin hastalar 16 giin boyunca giinde iki kez tedavi edilmis;
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cerrahi yaranin yiizey ¢evre alam1 (SPA) tedaviden oOnce ve sonra Olgiilmiistiir.
Hypericum/Calendula ile tedavi olan hastalar, plasebo grubundaki hastalara kiyasla (
yaklasik % 16) cerrahi yaranin SPA’ sinda belirgin bir azalma ( yaklasik % 38)
gostermistir (182).

H. perforatum ekstresinin yara iyilestirici etkisinin baslica hasar goren alani
kapatarak yara 1iyilesmesinde rol oynayan fibroblast kollojen {iretiminin
stimiilasyonundaki ve fibroblast hiicrelerinin poligonal formlara aktivasyonundaki
artisla alakali olabilir (183).

Bir diger calismada H. perforatum’ un ¢igekli toprak iistii kisminin zeytinyagi
ekstresinin in vivo eksizyon ve insizyon modellerine uygulanarak yara iyilestirici etkisi
incelenmistir. Antiinflamatuar aktivite i¢cin kapiler permeabilitede asetik asit indiiklii
artisin inhibisyonuna dayanan bir in vivo model kullanilmistir. Sonuglar H. perforatum
zeytinyag1 ekstresinin eksizyon ( %35.1-82.6 inbisyon) ve insizyon ( %20.2-100.0
inihbisyon) modeli yaralarinda miikemmel bir yara iyilestirici etkiye sahip oldugunu
gostermistir. Toprak {istli boliimlerin etanol ile ekstraksiyonu ve daha ileriki
fraksiyonasyon, etil asetat altekstresinin eksizyon modelinde yaralar1 % 17.9 ve % 100
oraninda ve insizyon modelinde %9.4 ile %100 arasinda inhibe eden en aktif fraksiyon
oldugunu gostermistir (184).

Stintar ve ark. daha etkili bir yara iyilestirici aktivite saglamak icin yeni bir
merhem formiilasyonu gelistirmislerdir. Formiilasyonun igerigi su sekildedir: H.
perforatum ¢igekli toprak iistii kisimlarinin zeytinyagi ektresi, Origanum majorana ve
Origanum minutiflorum ugucu yaglarinin esdeger karisimi ve Salvia triloba ugucu yagi.
Bu caligmanin amaci histopatolojik yontemlerle beraber in vivo ve in vitro modeller
kullanarak bu yeni formiilasyonun yara iyilestirici etkisini degerlendirmektir. Bunun
icin rat ve fareler iizerinde in vivo yara iyilestirici deneysel modeller gelistirilmistir ve
etkisi bir referans merhem Madecassol® ile karsilastirilabilir bir sekilde incelenmistir.
Her bilesenin iyilestirici aktivitesi, formiilasyonun yara iyilestirici kapasitesindeki
gelismeleri degerlendirmek icin tek tek aragtirllmigtir. Bu formiilasyon ve Hypericum
perforatum, Madecassol® ile karsilagtirildiginda her iki yara modelinde de en yiiksek
aktiviteyi gostermistir. Ancak diger igerikler herhangi bir belirgin yara iyilestirici etki
gostermemistir. Ancak formiilsyonun efikasitesi, yalmz H. perforatum merheminden

carpict sekilde yiiksek olmustur ve bu durum histopatolojik degerlendirmelerle
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dogrulanmistir. Diger taraftan formiilasyon in vitro elastaz aktivitesini azaltmamustir
fakat kollajenaz aktivitesini inhibe etmistir. Karisim ayrica bakterisidal ve fungisidal
aktivite gostermistir (185).

H. perforatum total ekstresinin merhemi hazirlanarak Wistar ratlar iizerinde
lineer insizyon, sirkiiler eksizyon ve termal yaniklar i¢cin deneysel yara modelleri
yuriitiilmiistiir. Ama¢ merhemin iyilestirici 6zelliklerini arastirmaktir. 21 giin boyunca
topikal uygulama yapilmistir. Klinik ve makroskopik degerlendirmeler, yara
kontraksiyon orani, re-epitelizasyon siiresi ve histopatolojik  gozlemlerle
gergeklestirilmistir. Sonuglar gostermistir ki; test edilen merhem, deri yaralarinda
belirgin bir iyilestirici etkiye sahiptir ve kullanim i¢in uygun bulunmustur (186).

Diyabetlilerde gecikmis yara iyilesmesi siireci en onemli endiselerden biridir.
Yara iyilesmesi hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve yeniden yapilanma olarak dort
asamaya sahiptir. Basarili bir onarim i¢in tiim bu dort faktoriin diizgiin bir sekilde
meydana gelmesi gereklidir. Bu yiizden stereolojik metodlar kullanilarak tam kalinlikta
diyabetik deri yaralar iizerinde H. perforatum’ un iyilestirici etkilerini degerlendirmek
amactyla bir calisma yapilmistir. 48 disi diyabetik rat randomize olarak dort gruba
(n=12) bolinmiistiir: jel baz uygulanan grup, H. perforatum %S5 jel uygulanan grup, H.
perforatum %10 jel uygulanan grup ve higbirsey uygulanmayan kontrol grubu.
Hayvanlarm boyunlarinda 1 em®” lik tam kalinlikta yara olusturulmus ve yara bolgesi
her ii¢ giin Olgiilmiistiir. Hayvanlar oldiiriildiikten sonra deri ornekleri alinmis ve
stereolojik degerlendirmeler i¢in hazirlanmistir. Sonug olarak, Hypericum perforatum
uygulanan grup, kontrol ve tastyici gruba kiyasla daha hizli yara kapama oranina sahip
olmustur (p<0.05). Ayrica Hypericum perforatum gruplarinda fibroblastlarin sayisal
yogunlugu, kollajen demetlerinin hacim yogunlugu ve damarlarin ortalama ¢ap ve
hacim yogunluklar1 kontrol ve tasiyici gruba kiyasla belirgin sekilde daha yiiksek
olmustur. Calismanin sonuglar1  gostermistir  ki; H. perforatum, fibroblast
proliferasyonunu, kollajen demet sentezi ve revaskiilarizasyonu arttirarak doku
rejenerasyonunu gelistirme yetenegine sahiptir (187).

H. perforatum muamelesinin termal yaniklardaki etkisini arastirmak ve giimiis
siilfadiazin tedavisi ile karsilastirmak i¢in Kiyan ve ark. bir arastirma yapmislardir.
Ratlarda yapilan deneyde, H. perforatum uygulanan grupta kollajen renk bozuklugunun

epidermal tabakanin az bir bdliimiinde lokalize oldugu ve dermisin derinlerine inmedigi
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gozlenmistir. Epidermis, kil folikiilleri ve yag bezlerinin deneyin her saatinde uygulanan
yanik, jel ve giimiis siilfadiazin gruplariyla karsilastirildiginda korundugu gézlenmistir
ve yap1 olarak hicbir uygulamanin yapilmadigi kontrol grubuna en yakin grup H.
perforatum uygulanan grup olmustur. Sonug¢ olarak ilk 24saat giinde dort kez H.
perforatum uygulamasit deneysel termal ikinci derece yaniklarda yara iyilesmesinde net
bir sekilde etkili olmus ve giimiis stilfadiazine gore tistiinliik saglamistir (19).

Topikal H. perforatum’ un timpanik membran perforasyonu yapilan bir rat
modelinde tedavi edici rolii histopatolojik yolakla arastirllmigtir. Caligmada 30 disi
Sprague —Dawley ratlar kullanilmistir. H. perforatum ekstresi saf zeytinyagi igerisinde
stispansiyon olarak hazirlanmigtir. Biitiin ratlarda sag ve sol timpanik membranlarda
mikroskop altinda ince bir delik agilmistir. Ratlar randomize olarak ii¢ gruba ayrilmistir.
Grup 1’ de H. perforatum ekstresi glinlik damla olarak verilmistir; Grup 2° de
zeytinyagi giinliik tek basina verilmistir ve 3. grupta ratlar hicbir miidahale olmaksizin
spontan iyilesmeye birakilmistir. Her gruptan ti¢ rat 7., 14. ve 21. gilinlerde oldiiriilmiis;
temporal boliimleri fibroblast proliferasyonu, 16kosit infiltrasyonu, neovaskiilarizasyon
ve subepitelyal kalinlig1 degerlendirmek ve gruplar arasinda karsilastirma yapmak igin
ayrilmistir. Histopatolojik degerlendirmeler gostermistir ki; 16kosit infiltrasyonu,
fibroblast proliferasyonu ve subepitelyal kalinlikta 7. 14. ve 21. giinde alinan 6rneklerde
belirgin farkliliklar olmustur. Gruplar arasinda neovaskiilarizasyon agisindan anlaml bir
fark olmamistir. Spontan iyilesme grubu ile karsilastirnildiginda H. perforatum’ un
timpanik membran yara iyilesmesi modelinde daha etkilli oldugu bulunmustur.
Boylelikle bitkinin ototoksisite agisindan gilivenli oldugu gosterilirse klinikte
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (188).

Soguk zorlandirilmis ylizme yOntemiyle ratlarda femur ve alt ¢ene kemigi
kiitlesindeki degisimler tizerine H. perforatum’ un etkisi arastirilmistir ve H. perforatum
uygulamasinin stress yaralarimi iyilestirdigi saptanmistir. Kemik kiitle yogunlugu
normal degerlerine kavusmustur. Bitkinin bunu Ostrojen benzeri etkilerle
gerceklestirdigi diisiiniilmektedir (189).

Yiicel ve ark. ilk kez bir yogun bakim {initesi hastasinda St. John’s wort’ un
yagl ekstresinin baski yaralarmin tedavisindeki yararli etkilerini gosteren bir vaka
calismas1 yapmuslardir. H. perforatum’ un yagl ekstresi yara bakim ve tedavisi i¢in 40

giin boyunca giinlik olarak yogun bakim {initesindeki goniilli bir hastaya
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uygulanmustir. Belirli araliklarda yara boyutu ve durumlarn ile baglangi¢ ve son tedavi
tarihlerinde alinan doku boliimlerinin histopatolojik degerlendirmesi Slgiilerek iyilesme
durumu makroskopik olarak monitorize edilmistir. Makroskopik ve histopatolojik
deneylerden elde edilen sonuglar St. John’s wort yagli ektresinin baskili yaralarin
tedavisinde belirgin bir efikasite sagladigini gostermistir. Bu nedenle bu ekstrenin
yogun bakim {initesindeki hastalarda bu tarz yaralarin 6nlenmesi ya da tedavisinde
uygun maliyetli bir segenek olabilecegi one siiriilmiistiir (190).

2017 yilinda yapilan bir arastirmada, oral ve topikal uygulamalar
karsilastirilarak St. John’s wort’ {in diyabetik Sprague-Dawley ratlardaki yaralara etkisi
degerlendirilmistir. Oral yoldan uygulanan bitkinin problemli yaralarda, topikal
kullanilan bitki ve zeytinyagina gore daha fazla pozitif etkiler gosterdigi bulunmustur.
H. perforatum daha hizli bir antiinflamatuarcevap ve daha iyi bir iyilesme saglamistir.
Bu durum, bitkinin diyabetik yaralardaki klinik kullanimiyla ilgili nemli bir bulgudur
(191).

Achillea millefolium ve H. perforatum merhemlerinin, ilk kez hamile kalip tek
cocuk doguran kadinlardaki epizyotomi yaralarmin iyilesmesi iizerine efikasitesi
degerlendirilmistir. Bu ¢alisma 140 kadin tlizerinde gerceklestirilen ¢ift korli klinik
denemedir. Kadinlar randomize olarak dort gruba ayrilmistir. Her grupta 35 kadin
bulunmaktadir. iki kontrol grubunda miidahale edilmeyen ve plasebo merhemi
uygulanan kadinlar bulunmaktayken iki vaka grubu H. perforatum ve A. millefolium
merhemi kullanan kadinlar1 icermistir. Tyilesme siireci, dogumdan sonraki 7., 10. ve 14.
giinlerde kizariklik, ekim6z, 6dem, bosaltim ve yara acilmasi 6zelliklerine bakilarak
degerlendirilmistir. Agr1 seviyesi ise gorsel analog skala ortalamasi ile
degerlendirilmistir. Gruplar arasinda dogum sonrast 7., 10. ve 14. giinde agn
seviyesinde anlamli farkliliklar gézlenmistir. Kizariklik ve 6dem dogum sonrasi 7. ve
10. glinde ve ekim6éz dogum sonras1 7. giinde farklilik gostermistir. Bitkileri kullanan
gruplardaki kizariklik, agr1 seviyesi, 6dem ve ekimdz kontrol gruplarina kiyasla daha
diisiik bulunmustur (p<0.05). Fakat yara bosalmas1 ve a¢ilma insidensi arasinda farklilik

gbzlenmemistir (p>0.05)(192).
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2.5.2.3. Antibakteriyel etki

Literatiirde H. perforatum ham bitki ekstresinin in vitro antibakteriyel
aktivitesini dnemseyen yaralarin, deri ve enfeksiydz hastaliklarin tedavisinde bitkinin
geleneksel kullanimini destekleyen pekcok calisma mevcuttur (123). Hiperforinin
Staphylococcus aureus’ a karsi antibakteriyel aktiviteye sahipoldugu bildirilmistir.
Bilesenin coklu ilag direngli S. aureus, Streptococcus pyogenes ve Corynebacterium
diphtheria Gram pozitif bakterilere kars1 antibakteriyel aktivite gosterdigi bildirilmistir.
Ancak hiperforinin antibakteriyel etkilerinin sadece yliksek konsantrasyonlarda
gozlendigi onemle belirtilmistir. Hiperforin Enterococcus faecalis, Escherichia coli ve
Pseudomonas aeruginosa gibi Gram negatif bakterilere veya Candida albicans’ a karsi
hicbir biiylime inhibitdrii etki gostermemistir (123).

Ekstreler staphylococci, shigella ve E. coli’ ye kars1 dekoksiyonlardan daha aktif
olmus (193) ve Gram pozitif bakterilere kars1 Gram negatif bakterilerden daha belirgin
aktivite gostermistir (194,195). Mazandarani ve ark. (196) H. perforatum cigekli toprak
istiikisimlarin etanollii ekstresinin Gram pozitif bakterilere karsi (Enterococcus
faecalis ve S. aureus PTCC 1112), ya hi¢ aktivite gostermeyen ya da sadece minimal
aktivite gosteren Gram negatif bakterilerden (Salmonella typhi PTCC 1595, Shigella
dysenteriae PTCC 1188, Yersinia enterocolitica PTCC 1151, E. coli PTCC 1330 ve
Pseudomonas aeruginosa PTCC 1074) daha yiiksek antibakteriyel aktivite gosterdigini
bildirmislerdir. Conforti ve ark. (197) tarafindan yapilan bir c¢aligmadametanollii
ekstrenin 50pg/mL bir MIC degeri ile Gram pozitif bakterilere karsi en iyi performansi
gosterdigi kanitlanmustir.

H. perforatum’ un farkli ekstrelerinin antibakteriyel aktivitesi, Gram pozitif
(Staphylococcus oxford, S. aureus, Streptococcus mutans ve Streptococcus sanguis) ve
Gram negatif bakterilere (Proteus vulgaris, P. aeruginosa ve E. coli) karsi test edildigi
zaman farkli ekstreler arasinda aktivitede ¢esitlilikler gdstermistir. Agar plaklarinda
petrol eteri ekstresi P. aeruginosa (0.04 ml/disk) ve siv1 besiyeri kiiltiirtinde 310 pg/ml
MIC degeri ile S. aureus, S. oxford, S. mutans ve S. sanguis’ ¢ ve 1250 ng/mL’ de E.
coli ve P. vulgaris’ e kars1 aktif olmustur. Kloroform ekstresi S. oxford, S. aureus ve S.
mutans (0.04 mL/disk)’ e kars1 aktif olmustur. Methanol ekstresi E.coli, P.vulgaris, S.
mutans ve S. sanguis’ e ve s1v1 besiyeri kiiltlirtinde S. oxford (MIC 62 pg/mL) ve S.
aureus (MIC 1250pg/mL)’ a karsi aktivite gostermistir. Sulu ekstre yalnizca S.
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oxfordiizerinde aktif olmustur. Sonuglar gostermistir ki organik ¢oziiciiler antibakteriyel
bitki komponentlerini ekstre etmede sudan daha uygundur (198).

Farkli ¢oziicii kombinasyonlarinda ( su/ alkol/gliserol; su/ alkol; alkol/ gliserol)
H. perforatum ekstresinin anti-stafilokokal aktiviteleri S. aureus, S. epidermis, S.
saprophyticus ve deri piyoinflamatuar hastaligi olan hastalardan izole edilen bakterilerin
referans dizilerine kars1 analiz edilmistir. Su/ alkol/ gliserol ekstreleri en ¢ok aktif olan
¢oziicli kombinasyonu olmustur (199).

Amonyak soliisyonu ve %70 etanol ekstraksiyonuyla hazirlanan H. perforatum
preparatlarinda hastalikli hayvanlardan elde edilen Gram pozitif ( S. aureus ve S.
pyogenes) ve Gram negatif ( Pasteurella haemolytica, E. coli ve P. vulgaris)
bakterilerin biliylimesi tiizerine 1:4-1:160 diliisyonlarda antimikrobiyal etkileri
calisilmistir (200).

H. perforatum c¢icekli toprak {stii kisimlarindan elde edilen ekstreler ve
fraksiyonlarin Helicobacter pylori’ nin standart ve klinik izolatlarina kars1 anti
helikobakter aktivitesi denenmistir. Ekstreler 1.95 ve 250 pg/mL arasinda MIC
degerleri ile aktivite gostermistir (123). Benzer bir ¢alismada, bitki ekstresinin biitanol
fraksiyonu 15.6 ve 31.2 ug/mL MIC degerleri ile anti H. pylori aktivitesi ortaya
koymustur (194).

Meral ve Karabay (201) H. perforatum metanollii ekstresinin 1000 pg/mL
konsantrasyonda Gram pozitif (S. aureus ATCC 29213, S. aureus 65381/P, S. epidermis
ATCC 12228 ve E. faecalis ATCC 29212) ve Gram negatif (P. aeruginosa ATCC
27853, E. cloacase ATCC 13047, E. coli ATCC 29998 ve E. coli ATCC 8737)
bakterilere kars1 antibakteriyel aktivitesini bildirmislerdir.

Su ve %10 ve %30 su/etanol (v/v) soliisyonlar1 ile hazirlanan H. perforatum
ekstrelerinin dort test bakterisine karsi antagonistik Ozellikleri degerlendirilmistir.
Enterococcus faecium, Bifidobacterium animalis, Lactobacillus plantarum ve E. coli
insan kalin bagirsagindan izole edilmistir. En yliksek inhibitdr 6zellik %30 etanol
sollisyonu ile gozlenmistir (202).

H. perforatum ekstresinin antibakteriyel aktivitesine mevsimsel degisikliklerin
etkisini belirlemek amaciyla bir Gram pozitif ( S. aureus, ATCC 12600) ve iki Gram
negatif (E. coli, ATCC 8677 ve P. aeruginosa, ATCC 9721) bakteri zincirine kars1

donmusg bitki materyalinden hazirlanan H. perforatum sulu etanollii ekstresinin

64



antimikrobiyal aktivitesi ¢alisilmistir. Ekstreler test edilen biitiin zincirlere kars1 aktivite
gostermistir. Calisma gostermistir  ki; antimikrobiyal aktivite derecesi toplama
zamanindan etkileniyor goriinmektedir. Temmuz’ da toplanan 6rnekler antimikrobiyal
aktivite gostermemis; fitokimyasal iretimin mevsimsel varyasyonunun bu tiirlerde
meydana geldigini gosterecek sekilde Agustos’ ta toplanan ornekler aktif olmustur

(203).

2.5.2.4. Antifungal etki

Milosevic ve ark. (204), spor sayma metodunu kullanarak H. perforatum
etanollii ekstresinin 5-45 mg/ml konsantrasyonlarda Fusarium oxysporum ve
Penicillium canescensmantarina karsi antifungal aktivitesini arastirmiglardir. 45 mg/ml
konsantrasyon , 1x10* CFU/ ml spor 6n inokiilasyonu ile F. oxysporum igin bes spor ve
P. canescens icin 15 sporda spor sayisini azaltarak en yiiksek fungustatik aktiviteyi
gostermistir.

Maskovic ve Solujic (205) diliisyon (MIC) ve mikroskobik metodlar kullanarak
H. perforatum etanol ekstresinin P. canescens ve F. oxysporum bilylimesinin
inhibisyonu iizerindeki etkililigini degerlendirmislerdir. iki fungal dizi icin ekstrenin
MIC’ si 10 mg/ml idi. Ekstre konsantrasyonundaki bir artma her iki mantarda-
P.canescens’ te %62’ den fazla (ekstre konsantrasyonu 0-45 mg/ml, spor sayis1 104’ ten
40 CFU/ml’ ye distii) ve F. oxysporum’da % 72’ den fazla ( ekstre konsantrasyonu 0-45
mg/ml, spor sayis1 100° den 24 CFU’ ya diistii) spor sayisinda bir azalma olusturdugunu
gostermistir.H. perforatum ekstresinin daha yliksek konsantrasyonlar1 antifungal etkiler

gostermistir.

2.5.2.5. Antiviral etki

Hiperisin viral enfeksiyonlarin fotodinamik tedavisinde kullanilan iyi bilinen bir
fotosensitize edici ajandir. Fotodinamik terapi, bilesenlerin absorbsiyon dalga boyunda
fotosensitize edici ajan ve goriiniir 15181n kombinasyonunu igerir. Vezikiiler stomatit,
influenza viriisi ve tip 1 ve tip 2 Herpes simplex virlsiine karsi hiperisin ve
psodohiperisinin inhibitdr etkisi gosterilmistir (206). Hiperisinin farelerde Friend 16semi
viriisii ile radyasyon 16semisi viriisiine karst gili¢lii antiretroviral etkisi oldugu

gosterilmistir (207). Ayni ¢calismada, Moloney fare 16semi viriisiine (Mo-MuLV) karsi
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da oldukca potent inhibitor etkiye sahip oldugu gosterilmistir (ICso=6 png/ ml). Ancak
hiperisin H. simplex virls, influenza A, adenovirus ya da poliviriis’ ten herhangi birine
selektif etki gostermemis ve bu virlislere karsi %50 sitotoksik konsantrasyonunun 25
png/ml civarinda oldugu bulunmustur. Hiicreler enfekte edilmeden dnce, hiperisin ile
inkiibasyona birakilmis ve H.simplex, influenza A, adenovirus,poliviriis ve Mo-MuLV
ile enfekte edildikten sonra bunlardan ‘zarfli viriisler’ olarak bilinen Herpes simplex,
influenza A ve Mo-MuLV adl ii¢ viriise kars1t 1.56 ile 25 pg/ml arasinda degisen
viriisidal etki saptanmistir. Ancak “’zarfsiz viriisler’” olan adenovirus ile poliviriis
tizerinde herhangi bir viriisidal etkiye yol agmamigtir. Daha sonra antiretroviral etkisi
oldugu tespit edilen hiperisin ile sentezlenen bazi1 degisik tlirevlerinin at enfeksiyoz
anemi viriisiine karst %99.99 oraninda inhibitor etki gosterdigi bulunmustur (208).
Ancak hazirlanan tiirevlerin hicbiri viriisidal etki gostermemis ve arastirmacilar
tarafindan hiperisin ana iskeletinin antiviral aktivite i¢in gerekli oldugu belirtilmistir.
Hudson ve ark. tarafindan yapilan bir ¢calismada ise (209) hiperisinin 6zellikle floresan
151k altinda yapilan bir deneyde fare sitalomegaloviriisi (MCMYV), Sindbis viriisii ve
insan immiin yetmezlik virlistine (HIV-1) kars1 antiviral etkisi incelenmis ve Sindbis
viriistinin MCMV’ ye oranla 1s18a daha duyarli oldugu gozlenmistir. MCMYV ile
enfekte edilmis hiicrelere hiperisin ilave edildiginde, inhibisyon goézlendigi ve
inhibisyonun o&zellikle ilk iki saat i¢inde ¢ok kuvvetli oldugu saptanmistir. Ayni
arastirmacilar tarafindan gergeklestirilen bir diger benzer ¢alismada (210), hiperisinin
HIV-1" e kars1 antiviral etkisi 151k varliginda incelenmis; doz bagimli ve 1s1k siddeti
bagimli antiviral etkisi ¢alisilmistir. Alinan sonuglar, hiperisin tarafindan HIV-1" in
tamamen inaktif edilmesinde 15181in zorunlu olduguna isaret etmistir. Ciinkii hiperisin
sadece 151k varliginda belirgin sitotoksik seviyeye ulagmustir.

Yapilan bir bagka calismada hem hiperisin hem de psddohiperisinin 1s1kli
ortamda singlet oksijen olusumu ile viral flizyonu 6nledigi gosterilmistir (206).

Hiperisinin hepatit B viriis ailesine mensup olan kaz hepatit B viriisiine (DHBV)
kars1 etkisi incelenmis; hiperisinle bir saat inkiibasyona birakilan hiicreler DHBV ile
enfekte edilmis ve bilesik birkag giin boyunca vasatta virlis tiremesini onlemistir (211).
Yine de arastirmacilar tarafindan viriisidal etkisinin zayif oldugu, ancak viral
morfojenezin son asamalarinda etkisini gosterdigi bildirilmistir. Hiperisinin antiviral

etkisinin foto indiiklii olup olmadiginin denendigi bir ¢aligmada ise (212), bilesigin hem
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oksijenli hem de hipoksik kosullar altinda antiviral etkisi incelenmis ve her iki ortamda
esit aktivite gosterdigi belirlenmistir. Dolayisiyla hiperisinin antiviral etkisinin
olusumunda ¢ok biiylik olmasa da singlet oksijen molekiiliiniin bir rolii olabilecegi
goriisline varilmstir.

HIV gibi retroviriislere karsi antiviral aktivite, bitkinin fotodinamik ve lipofilik
Ozelliklerinin kombinasyonu ile gerceklesir. Hiperisin, hiicre membranlarini ve revers
transkriptaz aktivitesini diizeltmesini Onleyen viral proteinleri g¢apraz baglayarak
antiviral aktivite sergilemistir (206).

Yunanistan’ da dogal olarak yetisen H. perforatum’ un metanolli ekstresi ve
kromotografik islemler neticesinde elde edilen alt fraksiyonlar1 insan sitomegalo
viriisiine karsi test edilmis ve 3 nolu fraksiyonun 38 pg/ml konsantrasyonda %100
antiviral aktiviteye sahip olup, referans olarak kullanilan gansiklovirden daha iyi etki
gosterdigi saptanmustir (213).

Hiperisinin HIV ve hepatit C’ ye kars1 antiviral aktivite gosterdigi
bildirilmektedir. St. John’s wort ekstresi alan HIV-pozitif hastalarda yapilan pek ¢ok
kontrolsiiz calismada, baz1 hastalarda CD4 hiicre sayisinda artma gibi immiinolojik ve
klinik faydalar bildirilmistir. Bir faz I, artan doz calismasinda 350 hiicre/mm’’ den az
sayida CD4 hiicreli 30 HIV-pozitif hastaya haftada 2 kez 0.25 veya 0.5 mg/kg viicut
agirhigt; haftada 3 kez 0.25 mg/kg viicut agirligi intravendz sentetik hiperisin veya
giinliik 0.5 mg/ kg oral hiperisin verilmistir. Toksik etkiler ve fototoksisiteden dolay1 16
hasta tedaviye son vermistir. HIV p24 antijen seviyesinde belirgin degisimler, HIV
titrasyonu, HIV RNA kopyas1 ve CD4 hiicre sayisi ile belirlenen anti-retroviral aktivite
gbzlenmistir (116).

Influenza A/PR/8/34 HINI viriisine maruz kalan A549 akciger epitelyal
hiicrelerde ve BALB/c farelerde H. perforatum ekstresinin immiin-regiilator etkisi
degerlendirilmistir. A549 hiicrelerinde, ekstre (30 pg/ml) influenza viriisii indiikli
monosit kemotaktik protein (MCP)-1 ve interferon-Y indiiklii protein 10 kD (IP-10)’ yi
belirgin sekilde inhibe etmistir; fakat interlokin-6 (IL-6)’ y1 dramatik bir sekilde
arttirmistir. 1077 EIDs, Influenza A/PR/8/34 HIN1 (yiiksek doz) ile intranazal inokiile
edilen farelerde 110 mg/kg viicut agirhiginda H. perforatum’ un giinlik oral
uygulanmasi; akciger viral titrasyonu, bronkoalveolar lavaj (BAL), proinflamatuar

sitokin ve kemokin seviyeleri ve inokiilasyondan 5 gilin sonra akcigerlerdeki
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proinflamatuar hiicrelerin infiltrasyonunu etanol verilen farelere kiyasla arttirmistir.
Sitokin sinyalizasyon 3 supresor (SOCS3) transkripsiyonu, hem A549 hiicrelerde hem
de BALB/c farelerde H. perforatum ekstresi ile artmistir. Antiviral immiin cevabi
engelleyen bu durum, etkisiz viral gegise ve artmis akciger inflamasyonuna neden
olmustur. Fareler daha diisiik dozda (~10>° EIDs) inokiile edildiginde H. perforatum
uygulamasi, viicut agirh@im etkilemeksizin viral titrede ufak bir azalmaya neden
olmustur ve H. perforatum enfeksiyonun daha ge¢ fazinda uygulanmistir. Fareler, H.
perforatum ekstresi verildiginde influenza viriisiiniin yiiksek dozu (10”° EIDs) ile
intranazal muamele gordiigiinde, daha yiiksek mortalite gostermistir. Sonug olarak, H.
perforatum ile SOCS3 artis1 influenza virlisiine kars1i immun savunmaya zarar vermekte

ve daha yiiksek mortaliteye sebep olmaktadir (214).

2.5.2.6. Antioksidan etki

2001 yilinda bildirilen bir calismada(215); hiperisin iizerinden standardize edilen
Nature Plus® ve hiperforin itizerinden standardize edilen Movana® adli tablet
formundaki preparatlarin toz edilip, distile su ve alkali soliisyon (pH=13, NaOH) ile
elde edilen ¢ozeltilerinden; 1:1, 1:2,5, 1:5, 1:7,5, 1:10 ve 1:20 oranlarda diliisyonlar
hazirlanmis ve ksantin-ksantin oksidaz sistemi tarafindan yaratilan siiperoksit radikaline
kars1 antioksidan aktivitesi incelenmistir. Hiperisin preparatinin 1:1 oraninda hazirlanan
konsantrasyonunda onemli bir prooksidan etki gozlenirken, 1:2,5 oranindaki
konsantrasyonun altindaki tiim konsantrasyonlarda doz-bagimli olarak giiglii
antioksidan aktivite gostermistir. Hiperforin preparati ile de benzer sonuglar elde
edilmesine ragmen, hiperisin preparatinin daha yiiksek etki gosterdigi tespit edilmistir.
Ayni ¢alismanin devaminda bu prepatlar insan plasenta venleri lizerinde de antioksidan
etkileri agisindan denenmis ve siliperoksit radikali ile benzer sonuglar elde edilmistir.

H. perforatum’un etanollii ekstresinin si¢anlarda, skopolamin-indiiklii amnezi
tizerindeki etkisini denemek {izere yapilan bir ¢alismada; beyindeki oksidatif stres
durumu da incelenmistir(216). Oksidatif stresin biyokimyasal parametreleri olarak
malondialdehit (MDA), GSHPx, GSH ve SOD seviyeleri Olciilen sicanlarda,
skopolamin uygulanmasindan sonra MDA seviyesinin yiikseldigi GSH seviyesinin ise
azaldig1 tespit edilmistir. Ayni1 deneyde yapilan pasif-kaginma testinde, skopolamin-

indiiklli hafiza kaybinin giderilmesinde de etkili oldugu tespit edilen bitkinin ekstresinin
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giiclii antioksidan 6zelligi de goz oniine alinarak, depresyonlu demans hastalarinda ciddi
anlamda fayda saglayabilecegi bildirilmistir.

Aralarinda H. perforatum’ un da bulundugu bir¢ok bitkinin yer aldig1 bir tarama
calismasinda, bitkilerin antioksidan etkisi insan aktif notrofilleri kullanilarak yaratilan
bir dizi reaktif oksijen radikalleri iizerinde en kuvvetli antioksidan etkiyi gosteren bitki
olarak saptanmistir(217).

Bir diger ¢alismada; H. perforatum’ dan hareketle hazirlanan etanollii ekstrede
kolorimetrik yontemle toplam flavonoit miktar1 tayin edilmis, ayrica LC-MS analizi ile
ekstrede rutin, hiperozit, izokersitrin, avikularin, kersitrin ve kersetin oldugu tespitine
varilmistir(218). Ekstrenin antioksidan etkisi de 1,1-difenil pikril hidrazil (DPPH) ve
stiperoksit radikallerini siipiirme giicii lizerinden incelenmis ve ICsy degerleri sirasiyla
10,63 mg/ml and 54,3 mg/ml olarak tespit edilmistir. Ekstre ile indirgeme giicli arasinda
lineer bir korelasyon oldugu da gozlenmistir (1°=0,9991). 150 pg ekstre ilavesi ile, 84
saatlik inkiibasyondan sonra linoleik asit peroksidasyonu iizerinde goriilen giiclii
inhibitor etkiye, hidroksil ve peroksil radikalleri lizerinde de rastlanmistir. Ayrica giiclii
metal selat yapici etkisi de tespit edilen ekstrenin, bu calismada degisik mekanizmalar
tizerinden etkili bir antioksidan oldugu gdosterilmistir. H. perforatum’ dan izole edilen
alt1 adet flavonoidin nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi tizerindeki inhibitor etkisi, sican
kan ve beyin homojenatlarinda spektrofotometrik olarak incelenmistir(219). Buna gore;
kersetin ve hiperozit konsantrasyon-bagimli olarak enzim inhibisyonu yapmislar ve
hiperozitte bulunan galaktoz grubunun, NOS inhibisyonu tizerindeki selektif etkisi
tizerinde 6nemli bir rolii olabilecegi sonucu ¢ikarilmistir.

H. perforatum standardize ekstresinin (SHP) lipit peroksidasyon inhibisyonu,
hidroksil radikali siipiiriicii aktivitesi ve DPPH ile etkilesimi acisindan serbest radikal
stipliriicii ve antioksidan aktiviteleri aragtirilmistir. SHP’ nin lve 50 pg/ml arasindaki
konsantrasyonlar1, rat beyin korteks mitokondrisinde Fe®"/askorbat veya NADPH
sistemi ile indiiklenen lipit peroksidasyonunu etkili bir sekilde inhibe etmistir. Sonuclar
SHP’ nin DPPH radikalini doz bagimli yolakla siipiirdiigiinii ve ayrica ksantin oksidaz
aktivitesi iizerinde inhibitor etkiler gosterdigini ortaya koymustur. PC12 hiicrelerinde
H,0,indiiklii oksidatif hasara karsi standardize ekstrenin koruyucu etkisi 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromide (MTT), laktat dehidrojenaz (LDH)

deneyleri, kaspaz-3 enzim aktivitesi ve reaktif oksijen tiirlerinin akiimiilasyonu
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araciligtyla hiicre canliligi oOlgiilerek arastirllmistir. H,O,” ye (300 uM) 8 saat
maruziyeti takiben hiicre yasamsalliginda belirgin bir rediiksiyon goézlenmistir. Bu
durum 1-100 pg/ml SHP ile (24 saat preinkiibe edilen) belirgin sekilde dnlenmistir. Ayri
bir deneyde, standardize ekstrenin farkli konsantrasyonlar1 (0.1-100 pg/ml) kaspaz-3
aktivitesindeki artis1 azaltmis ve H,O, indiiklii reaktif oksijen tlirleri olusumunu
baskilamigtir. Tiim bu sonuglar gostermistir ki; SHP serbest radikal olusumu ve lipit
peroksidasyonunun inhibisyonu araciligiyla hem in vitro hem de bir hiicre sisteminde
aktiviteye sahiptir (220).

H. perforatum’ un etanollii ekstresi ve fraksiyonlarininantioksidan etkileri ve
toplam fenol miktarlar1 tespit edilmis ve fraksiyonlarin HPLC/DAD/MS/MS ile
kromotografik profili incelenmistir(221). Buna gore, bitkide kemferol 3-rutinozit ve
rutinasetilin varlig1 ilk defa gosterilmis ve ekstrenin DPPH serbest radikal siipiiriicii
etkisi tespit edilmistir. Flavonoit ve kafeilkinik asit tasiyan fraksiyonlarin, ekstrenin
DPPH radikal siipiiriicii etkisinden baslica sorumlu bilesikler oldugu tespiti yapilmistir.
Bunun yani sira, askorbat/Fe™ ile indiiklenen lipit peroksidasyon iizerindeki etkisi ise
flavon aglikonlarin igeren fraksiyonlarda yiiksek oranda goriilmiis, ancak hiperisin ve
hiperforin’in ekstrenin antioksidan etkisine pek katkisinin olmadig: bildirilmistir.

Bulgaristan’da halk arasinda kullanilan c¢esitli bitkilerin sulu ekstrelerinin
antioksidan aktivitelerinin incelendigi bir calismada (222); H. perforatum’un Trolox
Esdegeri Antioksidan Kapasitesi (TEAC) degeri 3,74+0,14 mM, toplam fenol miktari
ise kersetin esdegeri olarak 881,93+6,68 mM olarak elde edilmis ve taramadaki en
yliksek antioksidan kapasiteye sahip bitkilerden biri oldugu belirtilmistir.

Aralarinda H. perforatum’un da bulundugu Balkanlar’da yetisen 9 adet
Hypericum cinsine ait metanollii ekstrelere ait toplam antioksidan kapasitesi, a-
tokoferol esdegeri olarak 6l¢iilmiis ve yapraklar ile ¢igeklerdeki flavonoit igerigi (%7,4
ve %11,7 sirastyla) ve antioksidan etki arasinda bir korelasyon oldugu tespit edilmistir
(223).

Paola ve ark. farelerde zimozan (500 mg/kg, tuz siispansiyonu olarak i.p.
uygulanmistir)’ 1 neden oldugu c¢oklu organ disfonksiyonunun gelisimi {izerine
H.perforatum ekstresinin etkilerini arastirmiglardir. Farelerin organ hasar1 ve sistemik
inflamasyonu, zimozan ve/veya H. perforatum ekstresi uygulandiktan sonra 18 saat

degerlendirilmis ve 12 giin boyunca izlenmistir (viicut agirligi kaybi ve mortalite i¢in).
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Farelerin bitki ekstresi (30 mg/kg i.p. zimozandan 1 ve 6 saat sonra) ile muamelesi
zimozanin neden oldugu peritoneal eksudasyon ve polimorfoniikleer hiicrelerin
migrasyonu, pulmoner intestinal ve pankreatik hasari, renal disfonksiyonu ve akciger ve
bronglardaki miyeloperoksidaz artisin1 azaltmistir. iNOS, nitrotirozin ve poli (ADP-
riboz)(PAR) i¢in yapilan immiinohistokimyasal analizler, H. perforatum almis zimozan
enjekte edilen farelerden elde edilen akciger ve bagirsak dokularinda pozitif lekeler
ortaya ¢ikarmistir. Bu calisma ile H. perforatum ekstresinin farelerde zimozan indiiklii
coklu organ disfonksiyonuun derecesini azalttig1 ilk kez gdsterilmistir (224).

MTT deneyi, LDH salim deneyi, akis sitometri analizleri ve DNA
fragmentasyon deneyi ile rat feokromasitoma PC12 hiicrelerinde H,0O, indiiklii apoptoza
kars1 Hypericum perforatum’un flavonoid igerigi zengin ekstresinin (FEHP) koruyucu
etkileri arastirilmistir. PC12 hiicrelerinin H,0O, ile 4 saatlik muamelesini takiben, hiicre
canliliginda anlamli bir azalma ve LDH saliminda anlamli bir artma gozlenmistir.
Ancak,H,O,” den once FEHP ile 6nceden muamele hiicre canliligini arttirmis, LDH
salimiive apoptotik hiicre olusumunu azaltmistir. Ayrica, DNA fragmentasyon
deneyinde H,O, indiiklii apoptotik DNA fragmentasyonu yogunlugu doz bagiml bir
yolakla inhibe edilmistir. Bu sonuglar gostermektedir ki FEHP, PC12 hiicrelerinde H,O,
ile olusan apoptoza kars1 koruyucu etkilere sahiptir ve Parkinson ve Alzheimer hastaligi
gibi oksidatif stresle iligkili noérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde bu ekstre oldukca

yararli olabilir (31).

2.5.2.7. Antiinflamatuar etki

2006 yilinda yaymlanan bir ¢alismada, H. perforatum’dan hazirlanan cesitli
ekstrelerden, aseton ve etanol ekstrelerinin, inflamatuar ve alerjik ¢esitli hastaliklarin
patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynadigi bilinen ve lokotrien sentezinde anahtar enzim
olan lipoksijenaz {izerindeki etkisi incelenmis ve bu iki ekstrenin de antilipoksijenaz
etkiye sahip oldugu bulunmustur(225). Ekstrelerin yani sira, bitkide bulunan baglica
bilesikler olan flavonoitler (kersetin, izokersitrin, hiperozit, rutin) ve biflavonoitler ile
naftodiantronlar (hiperisin, psodohiperisin) da ayni yontemle incelenmis ve en yliksek
anti-lipoksijenaz etkiye hiperisin’in yol actig1 tespit edilmistir (ICso 5,768x10°° M).
Benzer sekilde, Albert ve arkadaslari(226) hiperforinin de siklooksijenaz-1 ve 5-

lipoksijenaz iizerinde dual inhibitdr etkiye sahip oldugunu gostermislerdir.
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Sirbistan’da yetisen H. barbatum, H. androsaemum, H.richerii, H. hirsutum, H.
perforatumve Tara Dagi’nda kiiltiirli yapilan H. perforatum 6rnegi olmak {izere 6 adet
Hypericum tiirinden  hareketlehazirlanan  etanollii  ekstrelerin  antiinflamatuar
aktiviteleri, referans olarak indometazin’in kullanildig1 karragenan-indiiklii penge 6demi
deney modeli kullanilarak sicanlar iizerinde test edilmistir(227). Tim ekstrelerin
antiinflamatuar etki gosterdigi bulunmus, ancak en yiiksek etkiyi H.hirsutum ile H.
perforatum’ un dogal ve kiiltiir 6rneklerinden hazirlananekstreleri gostermistir. Ancak
ekstrelerin  hiperisin igerigi ile antiinflamatuar etkileri arasinda bir iliski
saptanamamigtir.

H. perforatum flavonoidler ve fenolik asitler adi altinda pek c¢ok polifenolik
bilesenleri igeren tibbi bir tiirdiir. Polifenolik bilesenler yiiksek bir antioksidan
potansiyeline sahip oldugundan dolayi, bir ¢aligmada karregenan indiiklii plevrit- bir
akut inflamasyon- hayvan modelinde H. perforatum’ un etkisi degerlendirilmistir. H.
perforatum ekstresi (karregenandan oOnce oral yoldan 30 mg/kg verilen) akut
inflamasyon hayvan modelinde gii¢lii antiinflamatuar etkiler gdstermistir. Farelerin
plevral boslugu icerisine karregenan enjeksiyonu, plevral bosluga sivi akiimiilasyonunu
takiben ¢ok sayida nétrofil (PMNIler), akciger dokularina PMN’ lerin infiltrasyonu ve
sonu¢ olarak lipit peroksidasyonu (tiyobarbitiirik asit-reaktan madde Ol¢iimiiile
belirlenen) ve TNF-a ile IL-1B’ nin artmus iiretimi ile karakterize akut bir inflamatuar
cevap olusturmustur. Inflamasyonun biitiin parametreleri H. perforatum ekstresi ile
azalmistir. Daha da Otesi, karregenan, akciger dokularmin immiinohistokimyasal
deneyleri ile belirlenen sekilde adhezyon molekiillerinin ICAM-1 ekspresyonunda
upregiilasyon, nitrotirozin ve poli (ADP- riboz)’ de artis olusturmustur. ICAM-1,
nitrotirozin ve PAR i¢in lekelenme derecesi H. perforatum ekstresi ile anlamli derecede
azalmistir. Ilave olarak, bu inflamatuar olaylarin akcigerlerde NF-kB aktivasyonu,
sinyal transduser ve aktivator transkripsiyon-3 (STAT-3 I) aktivasyonu ile iligkili
oldugu gosterilmistir. NF-kB ve STAT-3 aktivasyonu H. perforatum ekstresinin
muamelesi ile belirgin sekilde inhibe edilmistir. Sonuglar gostermektedir ki; H.
perforatum ekstresi ile NF-kB ve STAT-3 aktivasyonunun 6nlenmesi, akut inflamasyon
gelismesini azaltmaktadir (228).

Bir diger ¢alismada hiperforinin 16kosit elastaz (LE) aktivitesini inhibe ettigi

gibi PMN I6kosit alimi ve istenmeyen olas1 doku cevaplarinda etkili olup olmadig: test
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edilmistir. In vitro insan PMN canliligi ve kemokin- reseptdr ekspresyonunu
etkilemeksizin, hiperisin (stabil disiklohekzilamonyum tuzu olarak) kemotaksisleri ve
kemoinvazyonlarim1 (ICsp=1 puM ikisi i¢in) doz bagimli bir yolakla inhibe etmistir. Bu
etki formil-Met-Leu-Phe ile uyarilan nétrofiller tarafindan adhezyon molekiilii CD116’
nin ekspresyonunun azalmasi ve jelatinaz matriks metalloproteinaz-9” un LE tetikleyici
aktivasyonunun bloke edilmesiyle iliskili olmustur (229).

Periodontitli bir hayvan modelinde H. perforatum’ un etkileri incelenmistir.
Yetiskin erkek Sprague-Dawley ratlarda birinci az1 diginin etrafina bir naylon ip
baglanarak periodontit olusturulmustur. Sekiz giin boyunca giinliik 2 mg/kg dozda H.
perforatum uygulanmistir. 8. giinde mandibiiler 1. az1 disini ¢evreleyen jinjivomukozal
doku kaldirilmistir. Ratlardaki periodontit; ddem, noétrofil infiltrasyonu ve sitokin
tiretimi ile bu asamalar takip eden diger inflamatuar hiicrelerin olusmasi, NF-xB ve
iNOS ekspresyonu gibi bir dizi inflamatuar mediyatorlerin  olusumu, tirozin
rezidiilerinin nitrasyonu ve niikleer enzim poli polimeraz aktivasyonu; apoptoz ve
jinjivomukozal doku hasar derecesi gibi inflamatuar proseslerle sonuclanmistir. Bu
calismada H. perforatum ’un biitiin bu inflamasyon parametrelerini azaltarak belirgin
bir antiinflamatuar etki gosterdigi saptanmistir (230).

Kaplan ve ark.” nin 2016 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada fareler {izerinde
gentamisin ile olusturulan nefrotoksisiteye karsi H. perforatum ekstresinin koruyucu
etkilerinin olup olmadig1 incelenmistir. Nefrotoksisite olusturmak icin farelere 9 giin
boyunca gentamisin verilmis ve H. perforatum etanollii ekstresi koruyucu etkiler i¢in 9
glin boyunca uygulanmistir. Nefrotoksisite seviyelerini karsilastirmak i¢cin ELISA
metodu kullanilarak bobreklerdeki siklooksijenaz-2, fosfolipaz A2 ve indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz (iNOS) enzimleri analiz edilmistir. Gentamisin uygulamasi, bu
enzimlerin ekspresyonunu arttirmistir. Daha sonra uygulanan Hypericum perforatum
ekstresi siklooksijenaz-2 ve iNOS sentaz enzim artis oranini azaltirken fosfolipaz A2

artisini etkilememistir (231).

2.5.2.8. Apoptozu modiile edici etki
St. John’s wort’ un, noronal hiicrelerde H,O, indiiklii sitotoksisiteye karsi
koruyucu etkisi olup olmadigini arastirmak i¢in, SK-N-MC insan ndroblastoma

hiicreleri tizerinde 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir deneyi, 4,6-
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diamino-2-fenilindol boyama, terminal deoksiniikleotidil transferaz- aracili dUTP ¢entik
son etiketleme deneyi, akis sitometre analizleri, DNA fragmentasyon deneyi ve kaspaz-
3 enzim deneyi uygulanmistir. H,O, maruziyetinden 6nce St. John’ s wort ile muamele
edilen hiicrelerde apoptoz azalirken H,O, muamele edilen hiicreler c¢esitli apoptotik
ozellikler sergilemistir. Ek olarak, St. John’ s ile dnceden mumale, kaspaz-3 enzim
aktivitesindeki H,O, indiiklii artis1 inhibe etmistir. Bu sonuclar bitkinin insan
ndroblastoma hiicrelerinde H,O, indiiklii apoptoza kars1 koruyucu bir etki gosterdigini
ortaya koymustur (18).

Echinacea purpurea ve H. perforatum’ un in vivo apoptoz siirecini diizenleyip
diizenlemedigini belirlemek ve Fas-Ag ile Bcl-2’ nin sinyal transdiiksiyon yolagindaki
roliinii tanimlamak icin bu bitkisel ilaglar, fare gruplarna 14 giin boyunca oral olarak
uygulanmustir. Iki doz seviyelerinde kullanilan ( giinde 30 ve 100 mg/kg) Echinacea
purpurea ve H. perforatum ile muamele edilen farelerdeki dalak lenfositlerinin
apoptoza karsi, vehikiil ile tedavi edilen farelerden 6nemli 6l¢iide daha dayanikli oldugu
bulunmustur. Ayrica, dogal maddelerle tedavi edilen farelerde, Fas-Ag ekspresyonunda
bir diisme ve Bcl-2 ekspresyonunda bir artma gozlenmistir. Sonu¢ olarak; in vivo
calisilan ilaglar, farelerin dalak lenfositlerinde apoptozu modiile etmis ve bu durum
kismen Fas-Ag ekspresyonunda azalma ve Bcl-2 ekspresyonunda artma aracili olabilir
(232).

2008 yilinda yapilan bir ¢calisma ile Panax quinquefolius (PQE), Ginkgo biloba
(GBE) ve Hypericum perforatum ekstrelerinden (HPE) olusan bir karisim olan Menta-
FX’ in noroprotektif mekanizmalarinin agiga kavusturulmasi amaclanmistir. PQE, GBE
ve HPE’ nin her iiclinlin de antioksidan o&zellikler gosterdigi goézlendiginden;
antioksidasyonun Menta-FX’ in noroprotektif etkisiyle iliskisi arastirilmistir. Karigim,
aksotomize retinalarda NOS aktivitesini etkilemeden NO igerigini diislirmiistiir. Bu
durum, Menta-FX’ in muhtemel NO siipiiriicii 6zelligine isaret etmektedir. Ilave olarak
karisimin aksotomi indiiklii niikleer pargalanma ve kaspaz-3 aktivasyonundaki sikligina
etkisi aragtirtlmigtir. Menta-FX uygulamasi, aksotomize retinalarda niikleer
parcalanmay1 dikkate deger seviyede azaltmustir. Siirpriz bir sekilde Menta-FX, kaspaz-
3 aktivasyonunda hicbir etki gdstermemistir; ancak aksotomize retinal gangliyon
hiicrelerinde kaspaz-3 bagimsiz niikleer fragmentasyonu selektif bir sekilde azaltmistir.

Ek olarak, fosfoinozitid-3 kinaz (PI3K) aktivitesinin, wortmannin (PI3K inhibit6rii)’ nin
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intravitreal enjeksiyonuyla engellenmesi Menta-FX’ in noroprotektif etkisini tamamen
ortadan kaldirmistir; ki bu durum karigimin néroprotektif etkisinin PI3K bagimli
oldugunu gosterir. Veriler, Menta-FX’ in aksotomize retinal gangliyon hiicrelerindeki
kaspaz-3 bagimsiz apoptotik yolak iizerinde PI3K bagimli selektif inhibisyon
gosterdigini One siirmektedir. Bu yiizden ¢aligsma, bitkisel ilaglarin diger ndrodejeneratif
rahatsizliklarda noroprotektif ajanlar olarak potansiyel kullaniminin altin1 ¢izmektedir
(233).

H. perforatum’ un flavonoid bakimindan zengin ekstresinin (FEHP) MTT
deneyi, LDH salim deneyi, akis sitometri analizleri ve DNA fragmentasyon deneyi ile
rat feokromositoma PC12 hiicrelerinde H,O,indiiklii apoptoza karsi koruyucu etkileri
aragtirtlmistir. PC12 hiicrelerininH,O,’ ye 4 saatlik maruziyeti ile hiicre canliliginda
anlamli bir azalma ve LDH saliminda artma gdézlenmistir. Ancak, H,O, maruziyetinden
once PC12 hiicrelerinin FEHP ile muamelesi hiicre canliligimi arttirmig; LDH saliminm
ve apoptotik hiicre olusumunu azaltmistir. Ayrica H,O; ile olusturulan DNA sarmalinin
yogunlugu, DNA fragmentasyon deneyi ile doz bagimli yolakla inhibe edilmistir. Bu
sonuglar gostermektedir ki; FEHP, PC12 hiicrelerinde H,O, indiiklii apoptoza karsi
koruyucu etkilere sahiptir ve FEHP, Parkinson ve Alzheimer hastaligi gibi oksidatif
stresle iliskili nérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde yararl olabilir (31).

Naziroglu ve ark. (2013) tarafindan H. perforatum’ un multiple sklerozlu (MS)
hastalarin l6kositleri lizerine etkisinin incelendigi bir ¢aligmada, nétrofil ve serum lipit
peroksidasyonu, nétrofil apoptozu ve Ca®seviyelerininazaldigi gozlenmistir. Boylelikle
bitkinin MS hastalarinda transiyent reseptor potansiyeli ve voltaj kapili kalsiyum
kanallarmi modiile ederek oksidatif stres ve Ca®" konsantrasyonlari iizerine koruyucu
etkiler olusturdugu gézlenmistir (234).

In vitro sitokinlere maruz kalan izole rat ve insan pankreatik adaciklarinda St.
John’ s wort ve hiperforinin koruyucu etkileri arastirilmistir. Fonksiyonel, yapisal,
biyomolekiiler ve hiicre 6liimii degerlendirme caligmalar1 yiiriitiilmiistiir. Hem rat hem
de insan adaciklarinda, H. perforatum ve hiperforin sitokin indiiklii fonksiyonel
bozulmay1 etkisiz hale getirmis; iNOS, CXCL9, CXCL10 ve COX2 gibi proinflamatuar
genlerin mRNA ekspresyonunu down-regiile etmistir. Besiyerindeki nitrit dl¢iimiiyle
degerlendirilen kiiltiir adaciklarindaki sitokin indiiklii NO iiretimi bitkisel bilesenlerin

varliginda anlamli sekilde azalmistir. Sitokinlere 48 saat maruziyeti takiben, apoptoz ve
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nekrozdaki artig St. John’ s wort ile tamamen; hiperforin ile kismen onlenmistir. 20 saat
boyunca sitokinlere maruz kalan insan adacik hiicrelerinde yapisal morfometrik
analizler, St. John’ s wort ve hiperforinin erken B-hiicre hasarini dnledigini gostermistir.
Sonug olarak, bitki bilesenleri sican ve insan pankreatik adaciklarini; sitokin aracili -
hiicre hasarmin anahtar mekanizmalarini etkisiz hale getirecek sekilde sitokinin
etkilerine kars1 korumustur. Tip-1 diyabetlilerde ise hiicre disfonksiyonunu onlemede
umut verici bir farmakolojik ajan olacag diistiniilmektedir (235).

Naziroglu ve ark. (2014), H. perforatum’ un Behget hastalarinin nétrofillerinde
oksidatif stress, apoptoz ve sitozolik serbest Ca*[Ca*"]; konsantrasyonu iizerine
etkilerini arastirmiglardir. Calismada Behget hastalig1 teshisi yeni konulan 9 hasta ve 9
kontrol grubu kullanilmistir. Hastalik aktivitesi klinik bulgularla degerlendirilmistir.
Hasta ve kontrollerden nétrofiller alinmistir. Hastalardan alinan nétrofil 6rnekleri 3 alt
gruba boliinmiis ve sirayla H. perforatum, voltaja duyarli kalsiyum kanal blokorleri
(verapamil+diltiazem) ve non-spesifik TRPM2 kanal blokorii (2-aminoetil
difenilborinat, 2-APB) ile inkiibe edilmistir. Né‘[roﬁller,Ca2+ agonisti ve oksidatif stress
kalib1 fMLP ile stimiile edilmistir. [Ca*"]; degerleri, kaspaz-3, kaspaz-9, apoptoz ve lipit
peroksidasyonu degerleri hasta gruplarinda yiiksekken; hiicre canliligi, glutatyon ve
glutatyon peroksidaz degerleri diisiik ¢ikmistir. Ancak [Ca”';, kaspaz-3 ve kaspaz-9 H.
perforatum alan hasta grubunda dikkate deger sekilde diiserken; glutatyon ve glutatyon
peroksidaz degerleri artmistir. [Ca*']; konsantrasyonu ayrica verapamil+diltiazem, 2-
APB ve H. perforatum inkiibasyonlu hasta grubunda azalmistir. Sonug olarak; Behget
hastaliginin patojenezinde onemli rol oynayan voltaja duyarli kalsiyum kanallar1 ve
transituvar reseptdr potansiyel melastatin 2 (TRPM2) kanallar1 araciligiyla nétrofil
Ca2+giri$i, apoptoz ve oksidatif stresin 6nemi dikkat cekmistir. H. perforatum, Ca*"
akisin1 modiile ederek okidatif stress ilizerine koruyucu etkiler olugturmustur (30).

Oksidatif stress ve sitozolik Ca**asir1 yiiklemesi, spinal kord hasarindan (SCI)
sonra dorsal kok gangliyonlarindaki apoptoz iizerinde Onemli role sahiptir. H.
perforatum, NADPH oksidaz ve protein kinaz C yolaklarin1 modiile etme yeteneginden
dolay1 SCI’ da antioksidan 6zelliklere sahiptir. Bu ylizden ratlarda SCI indiikli dorsal
kok gangliyon ndronlarinda TRPM2 ve transituvar reseptor vaniloid 1 (TRPV1)
kanallar1 araciligiyla oksidatif stres, apoptoz ve Ca” girisi iizerine H. perforatum’ un

koruyucu o6zelligi aragtirllmigtir. Sicanlar kontrol, H. perforatum, SCI ve SCI+H.
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perforatum olarak 4 gruba ayrilmistir. H. perforatum grubu SCI indiiksiyonundan sonra
3 giin boyunca30 mg/kg H.perforatum almistir. SCI indiiklii TRPM2 ve TRPV1 akimi
ve sitozolik serbest Ca®'konsantrasyonu H. perforatum ile azalmustir. Glutatyon
peroksidazda SCI indiiklii azalma ve hiicre canlilig1 degerleri H. perforatum muamelesi
ile diizelmistir. Yine SCI grubunun dorsal kdk noronlarinda apoptozda SCI indiiklii
artis, kaspaz-3, kaspaz-9, sitozolik reaktif oksijen tiirleri {iretimi ve mitokondriyal
membran depolarizasyon degerleri, H. perforatum uygulamasi ile ortadan kaldirilmistir.
Sonug olarak dorsal kok gangliyonlarinda SCI indiikl oksidatif stress, apoptoz, TRPM2
ve TRPVI1 aracili Ca®‘girisi iizerine H.perforatum® un koruyucu rolii oldugu
gozlenmistir (236).

2017 yilinda yapilan bir baska ¢aligmada ise siyatik sinir hasarli (SNI) ratlarda
siyatik sinir ve dorsal kok gangliyon noronlarindaki proses iizerine H. perforatum’ un
koruyucu etkisi arastirilmistir. Ratlar kontrol, sham, sham+ H. perforatum, SNI ve
SNI+H. perforatum olarak 5 gruba ayrilmistir. H. perforatum grubu SNI olusumundan
sonra 4 hafta 30 mg/kg H. perforatum almistir. TRPM2 ve TRPV1 kanallar1 sirasiyla
ADP-riboz veya kiimen peroksit ve kapsaisin ile ndronlarda aktive edilmistir. SNI
indiikli TRPM2 ve TRPV 1 akis1 ve hiicre i¢i serbest Ca*” ve ROS konsantrasyonlar1 H.
perforatum, N-(p-amilsinnamoil) antranilik asit (ACA) ve kapsazepin (CapZ) ile
azalmistir. SNI grubunun siyatik sinir ve dorsal kok gangliyon néronlarinda apoptoz ve
mitokondriyal depolarizasyonda SNI indiikli artis, H. perforatum, ACA ve CapZ
muamelesi ile azalmigtir. SNI grubunun siyatik sinir, dorsak kok gangliyon néronu, deri
ve musculus piriformis’inde PARP-1 , kaspaz-3 ve -9 ekspresyonu H. perforatum
uygulamasi ile azalmistir. Sonug olarak H. perforatum uygulamasi ile siyatik sinir ve
dorsal kok gangliyon néronlarinda mitokondriyal ROS, apoptoz ve TRPM2 ve TRPV1
inhibisyonu araciligiyla Ca®‘girisindeki artis azalmustir (237).

2.5.2.9. Antikanser etki

Yeni kanser kemoterapilerindeki ilerlemede, toksisite olmaksizin belirgin
antitimor aktivite hedeftir. Bitkisel kaynakli antitiimor ajanlar i¢in verimli bir bitki
destegi on sarttir. St. John’s wort Avrupa, Kuzey Amerika, Kuzey Afrika ve Asya’ da
bolca yetistigi ve minimal yan etkilerle iyi bir giivenlik profiline sahip oldugu tizere her

iki kriteri de tasiyor goriinmektedir. Hypericum bileseni hiperisin, giicli bir

77



fotosensitize edici ajandir ve kanser hastalarinda fotodinamik terapideki kullanimi
birka¢ yildir aragtirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir. Cok sayida in vitro ¢alismada (
238-240) ¢esitli hiicre dizilerine etkisi arastirilmistir. Biitiin bu caligmalar hiperisinin
fotosensitizasyondan sonra tiimdr hiicreleri tizerine sitotoksik etkisini gostermektedir.

Hiperisinin fotoaktive edici etkisi, pek¢ok kanser hiicre dizisi in vivo hayvan
kanser modellerinde arastirilmistir. Lazer irradyasyonunun takip ettigi prostatik
adenokarsinoma hiicreleri ve insan prostat kanser metastatik hiicre dizisinin 0,001-0,3
png/ml hiperisin ile inkiibasyonu her iki hiicre dizisinde de fototoksik etkilerle
sonug¢lanmustir. Irradyasyon yoklugunda ise higbir etki gdzlenmemistir (241). Benzer in
vitro caligmalarda insan iiriner kanal karsinoma hiicrelerinde fotoksisite gostermistir
(242). Pankreatik kanser hiicre dizisi hiperisinleinkiibe edilmis ve sonra yesil lazer
15181na maruz birakilmigtir. Antitiimdral hiperisinin intratiimoral uygulanmasi ve lazer
fototerapisinin takip ettigi pankreasa yerlestirilmis pankreatik kanser hiicrelerini tagiyan
nude farelerle yapilan in vivo calismalar, ¢iftlenmis kontrollerle kiyaslandiginda
pankreatik kanser hiicre biiylimesinde azalma ile sonuclanmistir (243). Ayrica insan
skuam6z karsinoma hiicrelerinin transplantasyonunu takip eden tiimor biiyiimesine,
hiperisin ile lazer intratiimdral fotodinamik terapi uygulamasi, yalnizca lazer
uygulamasi ile kiyaslandiginda tiimor nekrozunda anlamli bir indiiksiyon ile
sonuglanmistir (244).

Yine pek cok calisma, in vitro ve in vivo kanser modellerinde fotodinamik
terapide hiperisinin anlamli roliinii kanitlamistir (245). Hiperisin epidermal biiylime
faktorii reseptdr ve protein tirozin kinaz aktivitesini inhibe ediyor goriinmektedir.
Hiperisinin etki mekanizmas1 ve hiicresel komponentlerle etkilesimi iizerine yapilan bir
calismada (246) 1sik aracili pH disiisiiniin hiperisinin fotodinamik aktivitesini
potansiyelize edebildigi belirtilmistir.

Hiperforin de antitiimor etkilerinden dolay1 hayvanlarda ve in vitro ¢calismalarda
aragtirtlmaktadir. Schempp ve ark. hiperforinin in vitro rat ve insanlarda skuamoz hiicre
karsinomu, malign melanom ve lenfoma kadar meme kanseri gelisimini kamptotekin,
paklitaksel ve vinkristin gibi diger test edilen sitotoksik ilaglardan daha iyi veya onlara
esit sekilde doz bagimli olarak inhibe ettigini gozlemlemislerdir. Veriler gostermistir ki;
hiperforin sirayla hiicre 6liim yolaginmi tetikleyen mitokondri aktivasyonu, sitokrom

salim1 ve kaspaz aktivasyonu araciligiyla tiimor hiicre apoptozunu indiiklemistir (247).
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H. perforatum’ un polar metanol ekstresi (PMF) son zamanlarda fotodinamik
terapi (PDT) ve fotodinamik tam1 koymada (PDD) kullanilmak iizere yeni bir dogal
fotosensitizor olarak gelistirilmekte ve test edilmektedir. PMF , HL-60 16semik hiicreler
ve kordon kan homepoetik Onciillerde test edilmektedir. 2006 yilinda yapilan bir
calismada, T24 (yliksek dereceli metastatik kanser) ve RT4 (primer diisik dereceli
papiler transizyonel hiicre karsinomu) insan mesane kanser hiicreleri kullanilarak PMF’
nin lriner mesane karsinomuna karsi1 fototoksik bir ajan olarak efikasitesi ¢alisilmistir.
Hiicre kiiltiir inkiibasyonunu takiben, PMF 630 nm lazer 15181 kullanilarak uyarilmistir.
Fotosensitizor, hiicre yikimmi %80’ den %86° ya ¢ikaracak bigimde 4-8 J/cm® hafif
dozla 60 pg/ml konsantrasyonda her iki hiicre dizisinde de belirgin bir fototoksisite
gostermistir. PMF 20 pg/ml konsantrasyonda her iki hiicre dizisinde de aktif
olamamustir. Elde edilen bu sonuglar, ayn1 hiicre dizilerinde ayn1 kosullar altinda klinik
olarak fotosensitizor olarak kabul edilen Photofrin® ile elde edilen sonuglarla
karsilastirilmistir. Photofrin®, 4 pg/ml ile klinik agidan maksimum tolere edilebilir
dozda kullanilmistir ve 630 nm lazer 15181 ile uyarilmistir. T24 hiicresinde Photofrin®
PMEF’ ye kiyasla 8 J/cm* dozda % 7 hiicre Sliimii ile daha az fototoksisite gostermistir.
Ayrica RT4 hiicrelerine karst Photofrin® 8 J/cm® dozda dahi minimal bir hiicre Sliimii
(%9) olusturmustur. En son olarak, PMF fotoaktivasyonu ile indiiklenen hiicre liimii
tipi, akis sitometri ve DNA sarmallama kullanilarak calisilmistir. Bu iki mesane hiicre
dizisinde PMF fotodinamik etkiyle gerceklesen hiicre oOliimii, agirlikli olarak
apoptozdan kaynaklanmaktadir. Yukarda belirtildigi gibi miikemmel fototoksisite,
selektif lokalizasyon, dogal olarak bulunma, kolay ve diisiik maliyette hazirlama PMF
ekstresinin, yeni, etkili bir PDT fotosensitizorli oldugu gerceginin altin1 ¢izmektedir

(248).

2.5.2.10.Fotosensitivite etki

Hypericum veya hiperisin alimimi takiben gelisen gilines 1s18ina duyarlilik
hiperisizm olarak bilinir. Hiperisinin, St. John’s wort igindeki fotosensitize edici ajan
oldugu bildirilmistir (116).

Bitki i¢in yapraklardan hazirlanan bitki ¢cayinin alimi, gecikmis hipersensitivite

ya da fotodermatite yol agmaktadir. Siiregelen fototerapi veya glinese maruziyetten
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once topikal ve/veya oral bitki preparatlar1 kullanan bireylerde fotosensitivite
reaksiyonlarini bildiren 3 durum raporu bulunmaktadir (116).

Plasebo ve 900, 1800 ve 3600 mg St. John’s wort ekstresi alan 13 saglikli
goniilliiyii iceren c¢ift korlii, ¢apraz gegisli bir caligmada dozlamdan sonra 4 saat UV-A
ve UV-B 15181 ile deri radyasyonunu takip eden bitkiyi alan veya almayan grupta
herhangibir fotosensitivite reaksiyonu gozlenmemistir. 15 giin boyunca giinde 3 kez 600
mg St. John’s wort alan 50 goniilliiniin katildig1 ¢aligmada UV-A duyarlilifinda orta
dereceli bir artis gozlenmistir (249). Dozlar terapotik olarak tavsiye edilenden daha
yiiksek uygulanmustir. Bir diger tek doz calismasinda, 12 saglikli goniillitye 1800 mg
bitki uygulamasi 43 ng/ml ortalama serum total hiperisin konsantrasyonu ve 5,3 ng/ ml
ortalama deri vezikiil sivi konsantrasyonu ile sonuglanmistir (250). Durgun faz
konsantrasyonuna ulasmak icin giinde 3 kez 300 mg bitki uygulamasindan sonra
ortalama serum total hiperisin konsantrasyonu 2,8 mg/ml olmustur; bu konsantrasyonlar
fototoksik olarak degerlendirilmistir (250).

Bir ¢alismada 28 giin boyunca 0,05 mg/kg oral hiperisin alan HIV-pozitif
hastalarin, gilines 1s18mma maruziyetle hafif fotosensitivite semptomlart gelistirdigi
bildirilmistir. Doz 0,16 mg/kg’ ye ciktiginda 2 hasta tolere edilemeyen fotosensitivite
semptomlar gelistirdigi gézlenmistir (251). Oral veya intravendz hiperisin alan HIV ile
enfekte 30 hastanin katildig1 doz artigh bir baska calismada, 16 hasta orta dereceliveya
siddetli fototoksisiteden dolay1r 8 haftalik terapiyi tamamlamadan Once tedaviyi
sonlandirmistir; 23 hastanin 11 inde siddetli kutan6z fototoksisite gézlenmistir (252).

Topikal St. John’s wort’ iin fotosensitivite kapasitesini arastiran bir ¢alismada,
goniillillerin glinese maruziyetinden 6nce 6n kol bolgelerine Hypericum yagi veya
Hypericum merhemi uygulanmistir (253). Duyarli bir fotometrik 6l¢iim kullanilan deri
eritema gelisme testinde Hypericum yagi ile muameleden sonra eritema indeksinde bir
artts meydana gelmesine ragmen gorsel degerlendirmede her iki preparatin

uygulanmasindan sonra eritemada herhangibir degisiklik belirlenmemistir.

2.5.2.11.Diger etkiler
Mevsimsel duygulanim bozuklugu (SAD) yasayan 6znelerde St. John’s wort
ekstresinin etkisi arastirilmistir (254,255). SAD’ 11 20 birey parlak 151k terapisi ile veya

151k terapisi olmaksizin gilinde ii¢ kez 300 mg St. John’s wort ekstresi (0.9 mg hiperisine
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esdeger) alacak sekilde randomize edilmistir (254). Dort hafta sonra her iki grupta da
bazal degerlere kiyasla HDS’ de belirgin bir azalma olmustur; gruplar arasinda istatiksel
olarak anlamli belirgin farkliliklar gozlenmemistir. Bir diger c¢alismada sekiz hafta
boyunca 151k terapisi alan (n=133) veya almayan (n=168) giinde ii¢ kez 300 mg St.
John’s wort (0.9 mg hiperisine esdeger) kullanan hafif-orta SAD’ 1i bireylerden elde
edilen veriler degerlendirilmistir (255). Calisma randomize edilmemis veyapilan anket
sonuclarina goredegerlendirilmistir. 301 anket sonucu elde edilen veriler analiz i¢in
uygun bulunmustur. Her iki grupta da bazal degerlere kiyasla, SAD skorlarinda anlamli
azalmalar gozlenmistir; gruplar arast SAD skorlarindaki farkliliklar istatiksel anlamda
belirgin bulunmamustir.

Bir randomize, ¢ift korlii, plasebo kontrollii deneyde, menapozla iliskili
psikonegatif semptomlu 179 kadinda, 6 hafta boyunca St. John’s wort ve black cohosh
(Cimicifuga rasemosa) kombine preparati veya plasebo denemistir (116). Sonuglar
gostermistir ki; kombinasyon iirlinii plaseboya kiyasla sonuglar iizerinde ¢ok daha
anlamli etkiler gostermistir. Psikovejetatif rahatsizligi bulunan hastalarda (256) ve
psikolojik kaynakli menapozal belirtili kadinlarda (26) St. John’s wort ekstresiile
pazarlama sonrasi siirveyans caligmalart yiriitiilmiistiir. Biitlin c¢alismalarda bitki
ekstresi uygulamasi bazal degerlerle karsilastirildiginda semptom skorlarinda gelismeler
bildirilmistir; bu ¢aligmalarda bir kontrol grubu kullanilmamustir.

Kontrolsiiz pilot ¢aligmalarda yorgunluk gosteren 20 birey ve premenstrual
sendrom yasayan 19 kadinda St. John wort’ iin kullanim potansiyeli ¢alisilmistir. Bazal
degerlerle karsilastirildiginda St. John’ wort uygulamasindan 6 hafta sonra yorgunluk
hissinde,depresyon ve anksiyete semptomlarinda ayrica 2 menstriiel siklusta bitki ile
muameleden sonra tiim premenstrual sendrom skorlarinda belirgin diizelmeler
gozlenmistir (116).

Cok merkezli, randomize, plasebo kontrollii bir deneyde, somatizasyon
bozuklugu veya somatoform otonomik disfonksiyon gdsteren 151 ayakta tedavi goren
hastada St. John’s wort’ un efikasitesi plaseboyla karsilastirilmistir. Hypericum ekstresi
giinlik 600 mg’ a dozlanmis ve sonu¢ HDS ile ol¢iilmistiir. Hypericum ekstresi
anksiyete ve somatoform sikayetleri azaltmada plasebodan belirgin derecede daha etkili
olmustur. Tedavi grubundaki hastalarin %81 1 plasebo grubunun %50° si ile

karsilastirildiginda gelisme kaydetmistir. Tolerebilite uygun bulunmustur ( 257).
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Ayrica St. John’s wort alkolizmin {i¢ sican modelindeki potansiyel terapdotik
faydalar1 i¢in arastirilmistir. Her ii¢ modelde Hypericum ekstresi goniillii alkol alimini

belirgin derecede doz bagimli olarak azaltmistir (258).

2.5.3.Advers etkiler

Randomize kontrollii deneylerden, ilagizleme ve pazarlama sonrasi slirveyans
calismalarindan ve ulusal ve uluslararasi ilag giivenlik izleme topluluklarindan elde
edilen St. John’s wort verileri, bitkinin iyi tolere edildigini gdstermistir. Advers etkiler
genellikle hafiftir. Bildirilen en yaygin advers etkiler; gastrointestinal semptomlar, bag
donmesi, konflizyon ve yorgunluk/sedasyondur. Plasebo kontrollii deneylerde St. John’s
wort ile gozlenen advers etkilerin siklig1 plasebo ile gozlenenlerle benzerdir (116).
Fotosensitivite St. John’s wort’ iin tavsiye edilen dozlarinda asir1 seyrek goriilen

birolaydir.

2.5.4.Gebelik ve laktasyon

Gebeliginin 24. haftasinda 900 mg/giin St. John’s wort almaya baslayan 38
yasindaki bir kadinla ilgili bir rapor bulunmaktadir (116). Geg¢ baslangich
trombositopeni disinda gebelik normal seyrinde siirmiistiir. Hamile olduktan sonra
fluoksetin ve metilfenidat almay1 sonlandiran ve 900 mg/giin St. John’s wort almaya
baslayan 43 yasinda bir bayanla ilgili rapor bulunmaktadir. Bazi yan etkilerin
gozlenmesine ragmen gebeligin nasil sonlandigi belirtilmemistir (116).

Bitkinin ham sulu ekstresi i¢in kobay ve tavsanlarda hafif bir uterotonik aktivite
bildirilmistir (116).

Moretti ve ark. 2009 yilinda yaptiklar: bir calismada gebelikte St. John’s wort’e
maruz kalanlarin major malformasyonlarla iligskili olup olmadigin1 arastirmislardir.
Bitkiyi alan 6zneler prospektif olarak toplanmis ve takip edilmistir. Depresyon igin
diger farmakolojik terapileri alan bir grup gebe kadinla karsilastirilmistir. Bir 3. Grup
olarak bilinen herhangibir teratojene maruz kalmamis saglikli kadinlar se¢ilmistir.
Karsilagtirllan 2 grupta bitkiye maruz kalan 54 gebe ve 108 diger hamileden
bilgiedinilmistir. Sonuglar, major malformasyonlarin 3 grup arasinda benzer oldugunu
ve St. John’s wort ile karsilastirilan hastalik grubu ve saglikli grupta sirasiyla %5, %4

ve %0 oraninda oldugunu gostermistir (p=0,26). Bu kadar risk normal popiilasyonda da
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gozlenebilmektedir. 3 grup arasinda canli dogum ve prematiire dogum arasinda da fark
olmamustir (259).
Toksisite verileri ile ilgili eksikliklerden &tiirli St. John’s wort gebelik ve

laktasyonda onerilmeden kullanilmamalidir (3).

2.5.5.11a¢ etkilesimleri

Daha onceden bildirildigi tizere St. John’s wort asir1 dozlarda MAO inhibitor
tedaviyi potansiyelize edebilir (116). Ayrica tiramin igeren gida alimimin 6nlenmesi (Or:
peynir sarap, et ve maya ekstreleri) gerekir. MAO inhibitorleri ile etkilesime giren
sempatomimetik ajanlar1 (6r: oksiiriik/soguk alginligi iilaglar1) i¢eren ilaglar St.John’s
wort alinirken dikkatli kullanilmalidir.

Recetelenen ilaclarin terapotik etkisini azaltan veya etkinin kaybina yol acacak
sekilde bitki ve belirli regetelenen ilaglar arasindaki etkilesimlerin yayimlanan spontan
raporlarindan (260) yenikanitlar ortaya ¢ikmustir. Etkilenen ilaclar arasinda indinavir,
varfarin, siklosporin, digoksin, teofilin ve oral kontraseptifler yer almaktadir. St.
John’swort ile es zamanli SSRI alan hastalarda artmis seratonerjik etkiler bildiren
raporlar da bulunmaktadir (116,261).

Saglikli gontilliilerle ilag etkilesim calismalari bitki ile fenprokumon ve digoksin
(116) arasinda etkilesimlerin olduguna dair destekleyici kanitlar sunmaktadir. Ayrica St.
John’s wort’ {in p-glikoproteinini etkiledigi kadar karacigerde CYP3A4,CYP1A2 ve
CYP2C9 gibi bazi sitokrom ila¢ metabolize edici enzimleri indiikleyebilecegine dair
kanitlar da sunulmustur (116,261). In vitro calismalar, bitki ham ekstrelerinin CYP2D6,
CYP2C9, CYP3A4, CYPIA2 ve CYP2CI19 enzim aktivitesini inhibe ettigini;
hiperforinin CYP2D6 aktivitesinin giiglii bir nonkompetitif inhibitorii ve CYP2C9 ve
CYP3A4 aktivitesinin gli¢lii bir kompetitif inhibitorii oldugunu bildirmektedir (262).
Insan hepatositlerinin Hypericum ekstresi ve hiperisin ile muamelesinin CYP3A4
ekspresyonunda belirgin bir indiiksiyonla sonuglandigi ve hiperforinin CYP3A4
monooksijenazin ekspresyonunu diizenleyen bir niikleer reseptdr olan X reseptorii igin
giiclii bir ligand oldugu gosterilmektedir(263). Tezat olarak, goniillii sayisinin ¢ok az
olmas1 ve St. John’s wort uygulamasinin indiiktif bir etkiyi tamamen 6nlemek i¢in ¢ok
kisa olmasma ragmen (116), goniilliileri iceren bazi caligmalar CYP izoenzimleri

tizerinde belirgin etkiler bulmada basarisiz olmustur (116). Bu bilgilere kars1 ve bitkinin
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farkl1 preparatlarinda aktif bilesenlerinin igerigi farklilik gosterdiginden, enzim
indiiksiyonunun derecesi farklilik gosterebilir.

Bu goriisler UK Ila¢ Giivenlik Komitesine belli ilaglarla St. John’s wort’ iin
kullanimi iizerine eczacilara, doktorlara ve hastalara tavsiye sunmasini saglar (264,265).

Varfarin, siklosporin, digoksin, teofilin, antikonviilzanlar (karbamazepin,
fenobarbital, fenitoin): transplant rezeksiyonu, tutariklar ve astim kontroliiniin kaybi
gibi terapotik etkilerde azalma riski s6z konusudur. Tavsiye ise plazma ilag
konsantrasyonlarini kontrol etmek (varfarin ile hastanin INR’ si kontrol edilmeli) ve St.
John’s wort alimin1 kesmektir. Ayrica doz ayarlamasi gerekli olabilir.

HIV proteaz inhibitorleri (indinavir, nelfinavir, ritonavir, sakinavir), HIV non-
niikleozit revers transkriptaz inhibitorleri (efavirenz, nevirapin). HIV supresyonunun
olast kaybi ile azalmis kan konsantrasyonlari riski vardir (261).

Oral kontraseptifler: azalmig kan konsantrasyonlari, ani kanama ve istenmeyen
gebelik riski vardir (261).

Triptanlar ( sumatriptan, naratriptan, rizatriptan, zolmitriptan), SSRI” ler (
sitalopram, fluoksetin, fluvoksamin, paroksetin, sertralin): advers reaksiyon riskinin

olas1 artigina bagl artmis seratonerjik etki riski vardir (116,261) .
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma C.U. Saglik Bilimleri Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi
(SABIDAM)’nden etik kurul izni alinarak yapilmustir.

Deneylerde C.U. Saglik Bilimleri Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi
(SABIDAM)' nden saglanan 8 haftalik Swiss albino tiirii erkek fareler kullanilda.

3.1. Sigara Duman Diizenegi

Fareler 3 deney grubuna ayrildi.

1. Kontrol (Dumansiz, n=8)
2. Duman Uygulanan (n=8)
3. Kantaron Uygulanan (70 mg/kg/giin; gavaj) (Dumanli, n=8)

Fareler 100 cm uzunlugunda 60 cm genisliginde 80 cm yiiksekliginde karsilikli 2
kenarin birinde duman giris bolgesi digerinde ise hava c¢ikis bolgesi olan fleksiglas
odanin i¢ine konuldu(Sekil 3.1). Duman giris bolgesine yanma diizenegi monte edilip
diizenege bagh olan sigara yakilarak diizenegin icerisindeki vakum pompasi vasitasiyla
duman giris bolgesinden hava ¢ikis bolgesine duman akimi olusturularak farelerin
dumani solumalar1 saglandi. Her sigaradan 10 dakika boyunca odanin igerisine duman
saglandi. Bu siire sonunda 10 dakika odanin dumansiz kalmasi saglandi. Bu dongii her
giin 20 adet sigaranin bitimine kadar uygulandi. Bu uygulamaya 8 hafta boyunca her
giin devam edildi. Dumanin homojen dagilmasi i¢in odanin etrafina gesitli agilardan fan
yerlestirildi. Oda sicakligi 37°C’ de tutuldu ve 12 saat aydinlik-12 saat karanlik
kosullarinda calisildi. Dumansiz kontrol gruplarina da ayni deneysel kosullar saglandi.
Fleksiglas odanin i¢ine duman yerine hava aspirasyonu saglandi. Yukarida agiklanan
protokoliin sonunda fareler servikal dislokasyon ile 6ldiirdii.

Farelerin toraksi acilarak akcigerler bir biitiin olarak ¢ikarildi. Cikarilan doku
Krebs soliisyonu bulunan petri igerisinde ¢evre dokulardan temizlendi. ELISA testi igin
kantitatif tayin deneylerinde kullanilmak {izere -80°C'de dondurularak ependorf i¢cinde

saklandi.
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Sekil 3.1. Duman Uygulama Diizenegi

3.2. H. perforatum Ekstresinin Hazirlanmasi:

Sar1 kantaron ekstresi hazirlanmasinda tek bir yontem bulunmamaktadir.
Anadolu’da zeytinyagi ile karigtirilan sar1 kantaron ¢igeginin bekletilip siiziilmesi ile
elde edilen yagli soliisyon en ¢ok karsilagilan yontemdir. Literatiirde de bu konuda fikir
birligi bulunmamaktadir. Ancak antiinflamatuar ve antibakteriyel etkilerinden sorumlu
hiperforin igerigi bakimindan en zengin olan yontemin gilineste kurutma yontemi oldugu

bildirilmistir (266). Laboratuarimizda temmuz ayinda toplanmis H. perforatum cigegi,
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yapraklar1 ve bitki govdesi etiivde kurutularak mikser vasitasiyla un haline getirildi.
Daha sonra %80’ lik etanol soliisyonu igerisine alinarak 1 gece sheakerda bekletildi..
Partikiilleri ayirmak tiizere 0,1 mm c¢apinda filtreden siiziilen ekstreden alkol
vaporizasyonla uzaklastirildi. Daha sonra ekstreden 8 hafta boyunca her giin tek doz 70
mg/kg olmak {iizere farelere duman uygulamasindan 6nce oral yolla gavaj yontemiyle

verilmistir.

3.3. Kullanilan kimyasal ajanlar
Sigir serum albumini Sigma firmasindan temin edildi. Bioscience, bradford
protein assay soliisyonu Biorad’dan, Ripa-buffer Santa Cruz’dan, kaspaz-3, Bax ve Bcl-

2 ELISA kitleri Uscn Life Science Inc’den temin edildi.

3.4. ELISA deneyleri
ELISA testleri Rayto firmasindan temin edilen ELISA mikroplate okuyucu ve
yikayict ile yapildi.

3.4.1. Homojenizasyon

Ependorf icinde -80°C’ de dondurulmus dokularin iizerine gram basina 3ml
RIPA (Radio-Immunoprecipitation Assay) buffer, 30ul PMSF
(fenylmetanesulfonilfluoride), 30ul sodyum vanadat, 30ul proteaz inhibitorii eklendi ve
ultrasonik parcalama cihaziyla buz tlizerinde dokular parcalanarak homojenatlar elde
edildi. Homojenatlar 10.000 RPM’de 10 dakika santrifiij edildi. Alttaki c¢okeltiler
(pelletler) atildi. Ustte ayrilan kisimlar (siipernatantlar) ELISA testlerinde kullanilmak

uzere saklandi.

3.4.2. Protein miktar tayini

Homojenizasyon yapilarak elde edilen homjenatlarin total protein miktarinin
tayini i¢in Bradford yontemi kullanildi.

Sigir serum albumini (Ipg/ml) kullanilarak 1, 2, 3, 5, 7, 8, 10 (ug/ml)
konsantrasyonlarda standart hazirlandi. Her bir 6rnekten 10 pl alinarak distile su ile 100
pul’ye tamamlandi. Standart ve orneklerin iizerine 1ml bradford soliisyonu eklendi ve

vorteksle karistirildiktan sonra spektrofotometrede 595 nanometre dalga boyunda
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absorbans miktarlar1 manuel olarak 6l¢iildii. Prism programinda ¢izilen standart egriye

gore homojenatlarin protein miktar tayini pg/pl cinsinden yapildi.

3.4.3. ELISA Testi

3.4.3.1.ELISA Bax Miktar Tayini

Homojenatlardan 100’er ul ELISA kuyucuklarina eklendi. Kuyucuklarm {istii
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki
stvi bosaltilip iizerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenerek 37°C’de 1 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama
sonunda kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenerek 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.
Daha sonra 5 kez yikama tamponuyla yikanarak igerisine 90 pl substrat soliisyonu
eklenip ustii kapatilarak 30 dakika inkiibe edildi. Sonra 50 pl stopsoliisyonu eklenip 450
nm’de mikroplate okuyucuda kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek Bax geninin

miktari tayin edildi.

3.4.3.2. ELISA Bcl-2 Miktar Tayini

Homojenatlardan 100°er pl ELISA kuyucuklarina eklendi. Kuyucuklarin {stii
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki
stv1 bosaltilip tizerine 100 pl reaktif A sollisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama sonunda
kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenerek 1 saat 37°C’de inkiibe edildi. Daha
sonra 5 kez yikama tamponuyla yikanarak icerisine 90 pl substrat soliisyonu eklenip
iistli kapatilarak 30 dakika inkiibe edildi. Sonra 50 pl stop soliisyonu eklenip 450 nm’de
mikroplate okuyucuda kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek Bcl-2 miktar1 tayin

edildi.

3.4.3.3.ELISA kaspaz-3 Miktar Tayini

Homojenatlardan 100’er pl ELISA kuyucuklarina eklendi. Kuyucuklarin iistii
aliiminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki
stv1 bosaltilip lizerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama sonunda
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kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi. Daha
sonra 5 kez yikama tamponuyla yikanarak icerisine 90 pl substrat soliisyonu eklenip
iistli kapatilarak 30 dakika inkiibe edildi. Sonra 50 pl stop soliisyonu eklenip 450 nm’de
mikroplate okuyucuda kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek kaspaz-3 miktarlar

tayin edildi.

3.5. Sonuclarin degerlendirilmesi

Grafiklerin ¢izimi ve istatistiksel analiz i¢in bilgisayar ortaminda Graph-Pad
Prism (CA, USA) programm kullamildi. Istatistiksel karsilastirmalar igin tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ve post hoc testi olarak Bonferoni kullanildi. 0.05’den kiiclik

p degerleri anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1.ELISA deneyleri

4.1.1.Bax protein miktar tayini
Bax proteini diizeyinin duman maruziyeti olan grupta kontrol grubuna gore
istatistiksel anlamda artmis oldugu ve kantaron ile bu artisin geri ¢evrilebildigi goriildii

(Sekil 4.1).

10+
* E3 Kontrol
8- T EE&3 Duman
e 2 Duman+Kantaron
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Sekil 4.1. Sigara dumani maruziyetinin akcierde Bax proteini iizerine etkisi(n=8). Istatistiksel analiz:
ANOVA. Post hoc: Bonferroni. (* : Kontrole gére P<0.05. # Duman uygulanan gruba gore
P<0.05).

4.1.2.Bcl-2 protein miktar tayini
Sigara dumanina maruz birakilan fare grubunda Bcl-2 protein seviyesi kontrol
grubuna gore anlamli derecede diiserken, kantaron ekstresi azalan Bcl-2 protein

seviyesini anlamli bir sekilde arttirmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Sigara duman1 maruziyetinin akcigerde Bcl-2 proteini iizerine etkisi(n=8). Istatistiksel analiz:
ANOVA. Post hoc: Bonferroni. (* : Kontrole gore P<0.05. # Duman uygulanan gruba gore
P<0.05)

4.1.3.Kaspaz-3 enzim miktar tayini
Kaspaz-3 enzimi sigara dumani uygulanan grupta, kontrol grubuna goére anlamli

derecede artarken kantaron maruziyeti ile enzim seviyesi azalmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Sigara dumani maruziyetinin akcigerde kaspaz-3 enzimi iizerine etkisi (n=8). Istatistiksel
analiz: ANOVA. Post hoc: Bonferroni. (* : Kontrole gére P<0.05. # Duman uygulanan gruba
gore P<0.05)
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Sonug olarak duman uygulamasi ile Bax protein ve kaspaz-3 enzim ekspresyonu
artmis, Bcl-2 seviyesi ise azalmistir. Duman uygulamasindan 6nce verilen bitki ekstresi

ise bu durumu tamamen tersine ¢evirmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Deney gruplarina gore Bax, kaspaz-3 ve Bcl-2 miktarlari (pg/ml)

Kontrol Grubu Duman Uygulanan Duman+Kantaron
Bax 2,217+0,3655 7,200+0,7833" 4,957+0,3921%
Kaspaz-3 3,806+0,8763 12,56+1,608" 7,125%0,9342%
Bcl-2 10,76+1,486 2,602+0,6747" 7,125+0,7892"

Istatistiksel analizz ANOVA. Post hoc: Bonferroni. (* : Kontrole gére P<0.05. # Duman uygulanan gruba
gore P<0.05)
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5. TARTISMA

Sigara dumaninin insan dokular1 iizerindeki etkilerine dair ¢ok sayida calisma
bulunmaktadir. Sigara kullaniminin yol ac¢tig1 olumsuz etkiler arasinda solunum yollar1
hastaliklar1 (6zellikle KOAH) ilk sirada yer almaktadir(267). Kardiyovaskiiler
hastaliklarin etiyolojisinde de sigara onemli rol oynamaktadir. Sigara dumaninda
bulunan benzopirenler ve polisiklik aromatik hidrokarbonlarin DNA biitiinliigiini
bozarak kanser olusumunu tetikledigi gosterilmistir(268-271). Sigara dumaninda
bulunan maddelerin zararlh etkileri daha pek ¢cok dokuda karsimiza ¢ikmaktadir. Yapilan
epidemiyolojik arastirmalar sigara ile iligkili hastaliklarin ¢ok cesitli ve yaygin
oldugunu ortaya koymaktadir (272,273).

Sigara dumani akcigerlerde inflamatuar hiicrelerin olusumunu arttirmaktadir.
Daha sonra akciger matriksi ve yapisal hiicrelerin 6liimiine sebep olan reaktif oksijen
tirleri ve proteolitik enzimler salinmaktadir. Sonug¢ olarak alveolar duvar veya
endotelyal hiicrelerde apoptoz gergeklesmektedir (274). Bu c¢alismada kronik sigara
dumani uygulanan farelerin akcigerlerinde indiiklenen apoptoza H. perforatum
ekstresinin etkisi ilk defa arastirilmistir. Calismanin temel bulgular1 H. perforatum
ekstresinin uygulanmasinin ardindan apoptozda sigara dumani ile ekspresyonlari artmis
olan kaspaz-3 enzim ve Bax protein miktarlar1 anlaml sekilde azalmis; ekspresyonu
azalmis olan Bcl-2 geni ise anlamli bir sekilde artmistir.

Bizim ¢aligmamizda kronik sigara dumani uygulanarak farelerin akcigerlerinde
apoptoz indiikklenmistir. Benzer sekilde bir grup arastirmaci tarafindan yapilan bir
calismada KOAH’ 1 olmayan sigara igiciler ve igmeyenlere kiyasla amfizem
hastalarinda alveolar duvar hiicrelerinin apoptozunda artis seklinde bulgular rapor
edilmigtir. Sigara igmeyenlere kiyasla KOAH hastalarinda T hiicrelerinin apoptozunda
artis oldugu ve bu artisin KOAH hastalarinda sigaray1 birakmalarina ragmen devam
ettigi rapor edilmistir (275,276). Insanlar iizerinde yapilan bir baska calismada KOAH
hastalarinin akciger doku kesitlerinde bizim ¢alismamizda oldugu gibi apoptozda artis
oldugu gozlenmistir (277).Amfizemi olan sigara igicilerinkiyle karsilastirildiginda
amfizemi olmayan igicilerin akcigerlerinde apoptotik alveolar duvar hiicrelerinde
dikkate deger bir fark bulamamiglardir. Yine de bu calismada igicilerdeki apoptoz,

icilen sigara miktariyla dogrusal bir iliski gostermistir (278). Biz kendi ¢alismamizda
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fare akcigerlerinde amfizem gelisip gelismedigine bakmaksizin bu sonuglar
gozlemledik. Gosterdik ki sigara maruziyeti her sekilde akcigerlerde apoptoza neden
olmustur.

Apoptoz siireci; DNA hasarina genlerin yaniti, hiicre membrani tarafindan 6lim
sinyallerinin alinmasi, hiicreye dogrudan proteolitik enzim girisi olmak tizere ii¢ farkli
sekilde isleyebilir. Apoptoz siirecinde belli basli ii¢ anahtar bilesen vardir. Bunlar; Bcl-
2 ailesi proteinleri, kaspazlar ve Apaf-1 proteinidir (17). Bizim ¢alismamizda kronik
sigara dumani ile indiiklenen apoptozda kaspaz-3 enziminin ve Bcl-2 ailesi liyelerinden
Bax proteininin ekspresyonunun arttigi; antiapoptotik gen olan Bcl-2 proteinin
ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir. Imai ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, insan
amfizemoz akciger dokularinda kaspaz-3’ iin aktif alt birimlerinde artis gdzlenmistir.
Kontrol grubundan farkli olarak amfizem hastalarinda proapoptotik proteinler Bax ve
Bad’ in artmis ekspresyonunu tespit etmislerdir. Antiapoptotik protein Bcl-2’ ye
amfizemat6z akciger dokusunda rastlanmamistir (279).

Insan noroblastoma hiicrelerinde H,O, ile olusturulan apoptozda H. perforatum
kaspaz-3 enzim aktivitesinindeki H,O, indiiklii artis1 inhibe etmistir (18). Naziroglu ve
ark. (2014) H. perforatum’ un Behget hastalarinda Ca>" degerleri, kaspaz-3 ve kaspaz-9
seviyelerini diistirdiigiinii ortaya koymuslardir (30).

2016 yilinda yapilan bir calisma ile ilk kez hiperozitin akciger kanserinde
antiapoptotik faktorlerin ekspresyonunu inhibe ederek ve kaspaz 3 ile siklin-D/p53
sinyalizasyon yolaklar1 aracilifiyla proapoptotik faktorlerin ekspresyonunu arttirarak
anti-kanser fonksiyonlara sahip oldugu gosterilmistir (280). Normal hiicrelerde
uyaricilarla olusan apoptozda antiapoptotik Ozellik gosteren bitki ekstresi, kanserli
dokuda ise proapoptotik ozellik gostermektedir. Ileride yapilacak calismalarla bunun
nedenleri aragtirilabilir.

Farelerde yapilan bir ¢alismada aktif kaspaz-3’ iin intratrakeal uygulanmasinin
epitelyal apoptoz gelisimi ile sonuglandig1 gosterilmistir (281).

Amfizemli bir rat modelinde antioksidan aktiviteye sahip bir bilesenin
uygulanmasi, alveolar hiicre apoptozunun gelisimini Oonlemistir (282). Bu durum bize
oksidatif stres ile apoptoz arasinda bir pozitif feedback iliski sunmaktadir. Daha 6nce
yapilan c¢alismalarda H. perforatum’ un giiclii bir antioksidan ajan oldugu ortaya

konmustur(31,215-224). Calismamizda da bitkinin sigara dumani maruziyeti ile fare
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akcigerinde meydana gelen hasar iizerindeki iyilestirici etkisi arastirllmis ve H.
perforatum ekstresinin uygulanmasinin ardindan apoptozda ekspresyonlar1 artmis olan
kaspaz-3 enzim ve Bax protein miktarlar1 anlamh sekilde azaldigi; ekspresyonu azalmis
olan Bcl-2 geninin ise anlamli bir sekilde arttig1 gézlenmistir.

Kasahara ve ark. tarafindan si¢anlar iizerinde yapilan calismada VEGF
reseptOriiniin  bloke edilmesi alveolar hiicre apoptozuna ve hava bosluklarinin
genislemesine yol agmustir. Ayrica bir kaspaz inhibitorii ile tedavi VEGF reseptor
blokajina cevaben septal hiicre apoptozunu Snlemistir (283). Soyle ki; bitkimiz nasil ki
kaspaz-3 enzim seviyelerinde azalmaya sebep olmussa sigaranin sebep olabilecegi
VEGF blokajim da ortadan kaldirmus olabilir. Ilerde yapilacak ¢alismalarla bu kisim da
aydinlatilabilir.

Bir diger grup arastirmacilar antioksidan genleri bozulmus farelerde sigara
dumanina cevap olarak apoptotik alveolar septal hiicre (6zellikle endotelyal ve tip 11
epitelyal hiicrelerde) sayisinda artis gozlemislerdir (284). Fareler kullanilarak yapilan
bir in vivo calismada, H. perforatum uygulamasi dalak lenfositlerinde Bcl-2
ekspresyonlarinda bir artigla sonuclanmistir (232). Bizim ¢alismamizda da bitki ekstresi
ile duman sonras1 azalmig olan antiapoptotik protein Bcl-2 seviyesi artmistir. Yine H.
perforatum’ un flavonoid bakimindan zengin ekstresi rat feokromasitoma PC12
hiicrelerinde H,O, ile olusturulan apoptozda apoptotik hiicre olusumunu azaltmistir
(31). Bir baska calismada H. perforatum standardize ekstresinin rat beyin korteks
mitokondrisinde H,O,; indiiklii apoptozda kaspaz-3 enzim aktivitesini azaltmistir (220).
Bu calismalarin sonuclart da bizim calismamizda elde edilen verilerle benzerlik
gostermektedir. Tezat olarak Panax quinquefolius, Ginkgo biloba ve H. perforatum
ekstrelerinden olugan bir karisim retinal gangliyon hiicrelerinde kaspaz-3 enzim
aktivasyonunda higbir etki gostermemistir (233).

Ratlarda spinal kord hasar1 ile olusturulan dorsal kok gangliyon ndronlarinda
oksidatif stres, apoptoz ve Ca’" girisi tizerine H. perforatum’ un koruyucu 6zelligi
arastirilmistir. Sonug olarak spinal kord hasari indiiklii apoptoz artisi, kaspaz-3 ve
kaspaz-9 ekspresyonu anlamli derecede diigmiistiir. Yine sitozolik serbest Ca*"
konsantrasyonu H. perforatum uygulamasi ile azalmistir (236). Bir baska calismada
siyatik sinir hasarli ratlarda H. perforatum PARP-1, kaspaz-3 ve -9 ekspresyonunu
azaltmis; hiicrelere Ca®" girisindeki artis da azalmustir (237). Bu c¢alismalar H.
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perforatum’ un apoptotik hiicre olusumunu engellemesinin altinda yatan
mekanizmalarin aydinlatilmasi agisindan ileride yapilacak ¢alismalar i¢in 151k tutabilir.

Bitkilerle yapilan ¢ogu c¢alismada oldugu gibi bizim c¢alismamizda da temel
sorun bitkisel ekstrelerdeki aktif maddelerin cesitlerinin ve miktarinin tam olarak
bilinmiyor olmasidir. Kantaron gibi pek ¢ok aktif maddesi belirlenmis bitkisel
ekstrelerin i¢ersinde bulunan aktif maddeyi ayirt etmek ve bu madde ya da maddelerin
biyoyararlanimini tespit etmek ve kantitasyonunu saglamak her zaman miimkiin
olmamaktadir. Bizim uyguladigimiz ekstre hazirlama yontemimizde de kantaron
icerigindeki hangi aktif bilesenin hangi dozlarda bu enzim aktivitelerini etkiledikleri
bilinmemektedir. Biyoyararlanim ve biyoaktivitenin belirlenmesi amaciyla kantaron
ekstrelerinin hazirlanmasinin sistematik olarak standardize edilmesi ve icerigindeki
maddelerin belirlenmesi, ¢aligmalarin sonuglarinin karsilastirilabilmesi acisindan c¢ok
yarar saglayacaktir. Kantaron igerigindeki maddelerin pek cogunun belirlenmesine
karsin icerigindeki maddelerin bir kisminin fotosensitif olmasi nedeniyle gliniimiize
kadar ekstrenin hazirlanmasi konusunda standartlar olusturulabilmis degildir. Bu
yilizden spesifik biyoaktiviteye sahip ekstre igeriginin etkinligi (285,286) ve bilesenleri
bilinmemektedir. Olusturdugumuz deney sartlarinda kantaron ekstresinin antiapoptotik
etkinliginin kaynagi belirsizdir. Ayrica bu ekstrenin hazirlanma kosullarinin degismesi
ile ayn1 sonuclarin elde ediebilirligi de test edilmelidir (287).

Sar1 kantaron ekstresindeki antiapoptotik etkilerden sorumlu tutulan maddelerin
basinda bu bitki tiirline spesifik bilesenler olan hiperisin ve hiperforinler gelmektedir.
Ekstrenin hazirlanmasinda kullanilan yontemin ve giines 1s18ina maruz birakmanin
iceriginde degisiklige neden oldugu da bilinmektedir (266). Cesitli deneylerde
ekstrelerden elde edilen hiperisin, hiperforin gibi maddelerin farkli ekstre hazirlanis
sekilleri ile miktar olarak degiskenlik gosterdigi bilinmektedir. Kantaron ekstresindeki
bu gibi fotoaktif bilesenlerin varligi, igerigindeki antiapoptotik etkiden sorumlu

maddelerin miktarlarinin degismesine yol agmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda elde edilen sonuglar gostermistir ki H. perforatum ekstresi fare
akciger dokusunda sigara dumani ile olusturulan apoptozu anlamli bir sekilde inhibe
etmistir. Bu durum bitki ekstresinin, 6zellikle KOAH ve amfizem gibi ciddi akciger
hastaliklarinda dahi bu tarz ¢esitli rahatsizliklarin 6nlenmesinde kullanilabilecegine
dikkat ¢cekmektedir. Ayrica molekiiler diizeyde yaptigimiz caligmayla apoptozun hangi
yolaklar araciligiyla 6nlendigi de ortaya konmustur. Bu da bitkinin etki mekanizmasini
aciklamak acisindan dnemlidir. Ancak sigara birakildiktan sonra bile meydana gelen/
devam eden rahatsizliklarin belirtilerini 6nlemede apoptozun terapotik hedef olarak
kullanilip kullanilmayacagi degerlendirilmelidir.

Sonug olarak sigara dumani veya diger sebeplerle yapisal akciger hiicrelerinin
apoptoz ve rejenerasyonu arasindakidengenin bozulmasi, saglikli akciger dokularinin
yikimma neden oldugu i¢in, bu durum H. perforatum ekstresinin potansiyel
kullaniminin degerlendirilmesini 6nemli kilmaktadir. Yapilacak ileriki ¢alismalarla bitki

ekstresi akciger hastaliklarinin 6nlenmesinde terap6tik bir ajan olarak kullanilabilir.
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