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ABSTRACT

Drugs used in cancer treatment have serious side effects in patients. For this reason, studies are being carried out
on the development of herbal based drugs that can be used in the treatment of cancer without side effects. It has
been reported that there is an important relationship between carcinogenic process and activation of some enzymes
in breast cancer and ADA activity may increase or decrease in cancer tissues and cells. The aim of this study is to
investigate the effects of aqueous extract of H. perforatum on liver tissue ADA enzyme activities in breast cancer-
induced mice.In the study, mice divided into five groups; healthy control group (Group 1, n = 8), cancer control group
(Group 2, n =9), low-dose H. Perforatum (group 3, n = 8), high-dose H. Perforatum (group 4), n = 11) and doxorubicin
(Group 5, n=12). Liver tissue ADA activity increased in Group 2 compared to Group 4 (P <0.05).
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Hypericum Perforatum Uygulanan Ehrlich Asit Solid Tiimor Olusturulmus
Farelerde Karaciger Dokusu Adenozin Deaminaz Enzim Aktivitesi

0ZET

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar hastalarda ciddi yan etkiler meydana getirmektedir. Bu sebeple kanseri
tedavisinde kullanilabilecek, yan etkileri olmayan bitkisel kaynakli ilaclarin gelistirilmesi konusunda calismalar
yapllmaktadir. Meme kanserinde karsinojenik slre¢ ve bazi enzimlerin aktivasyonu arasinda énemli bir iliski oldugu,
kanser doku ve hicrelerinde ise ADA aktivitesinin artabileceqi ya da azalabilecegi bildirilmistir. Bu calismada kanser
tedavisinde kullanimlari antioksidan etkileri bilinen H. Perforatum'un sulu ekstratinin meme kanseri olusturulan
farelerde, karaciger dokusu ADA enzim aktiviteleri Uzerindeki etkilerinin arastiriimasi amaclandi. Calismada deney
hayvanlari, saglikli kontrol grubu (Grup 1, n=8), kanserli kontrol grubu (Grup 2, n=9 ), dlistk doz H. Perforatum (grup 3,
n=8), ylksek doz H. Perforatum (grup 4, n=11) ve Doksorubisin (Grup 5, n=12) uygulanan gruplar olmak (izere bes gruba
ayrildi. ADA aktivitesi, Grup 2de Grup 4 gore arttigi (P<0.05) tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Adenozin Deaminaz, Fare, Hypericum perforatum, Kanser.
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GIRIS
Memekanseritedavisindekullanilanilaclar hastalardaciddiyan
etkiler meydana getirmektedir (Guo-Shiou Liao ve ark. 2013).
Bu sebeple meme kanseri tedavisinde kullanilabilecek, yan
etkileri olmayan birgok tibbi bitkinin etkileri arastirilmaktadir.
Bu sebeple mevcut farmakolojik calismalar molekiler
hedeflere yonelik anti-kanser ilaglarin gelistirilmesi Uzerinde
durmaktadir. Uretilen ilaclarin yaklasik %20si geleneksel
tibbi bitkiler kullanilarak hazirlanmaktadir. Bu bitkilerden cok
fazla sayida bilesik izole edilmistir. Bu bilesikler basta kanser
olmak Uzere bircok hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglarin
hazirlanmasinda etken madde olarak kullanilmaktadir
(Robinson ve Zhang 2011; Rogers 2005).

Diinyada 465 tir igeren Hypericum L. (Guttiferae / Clusiaceae /
Hypericaceae)tir(, potansiyel tibbi degere sahip genis bir bitki
familyasidir (Nogueira ve ark. 2008). Hypericum perforatum,
agirlikli olarak depresyon tedavisinde kullanimindan dolayi
icindeki etken maddeler arastiriimistir. Yaygin olarak St.
John's wort, sari kantaron, binbirdelik otu olarak bilinir
(Robson 1977).

Kimyasal ~ arastirmalarda  Hypericum  Perforatumda
yapisinda, naftodiantronlar, floglolGsinoller ve flavonoidler
(fenilpropanlar, flavonol glikozitler ve biflavonlar gibi) ve
ucucu yadlar bulunur. Bu bilesenlerden iki ana aktif bilesen
belirlenmistir. Bunlar; hiperisin (bir naftaodianthrone) ve
hiperforin (bir floroglukinolfdir. Hiperforin ve hiperisin
antikanser ozellikleri acisindan incelendiginde, hiperforinin
in vitro tmor hdcre bdydmesini inhibe ettigi gosterilmistir.
Hiperisin ayrica gliom, néroblastoma, adenom, mezotelyoma,
melanom, karsinoma, sarkom ve |6semi gibi cesitli neoplastik
dokularda hicrelerin biyimesini engellemistir (Fox ve
ark. 1998). Tumor hicrelerinde hiperisinle birlikte lazer
uygulamalari, insan prostat kanseri hiicrelerinde (Colasanti ve
ark.2000), insan mesane karsinom hiicrelerinde (Kamuhabwa
ve ark. 2000) ve pankreatik kanser hiicrelerinde ( Liu ve ark.

2000) toksik etkilere neden oldugu bildirilmektedir.

Kanser olusumu incelendiginde plrin  ve pirimidin

metabolizmasi blytk énem tasimaktadir. Plrin ve pirimidin
metabolizmasindave bu metabolizmalardayeralan enzimlerin
aktivitelerindeki kanser

degisiklikler calismalarinda

incelenmektedir. Genel goris kanserli hiicrede purin-

pirimidin metabolizmasinda de-novo sentaz ve salvaj ara
yolunda gorev alan enzim aktivitelerinin arttigi, yikim yolu
enzim aktivitelerinin ise azaldigi yoniindedir (Camici ve ark.
1990; Sufrin ve ark. 1978)

Kanser hicrelerinde DNA turn-over'inin ¢ok ylksek olmasi,
salvaj ara yoluna gerekli olan substratlarin cok fazla miktarda
olusmasina yol acar. Gergekten kanser hiicresinde metabolik
yolda gorev alan enzimlerin aktivitelerinin de blyuk oranda
arttigi tespit edilmistir. Bu ara yolda gorev alan enzimlerin en
onemlilerinden biri Adenozin deaminaz (ADA)dir (Durak ve ark.
1994; Durak ve ark. 1996).

ADA plrin bazlarin yikimiyla ilgili olan ve adenozinin amin
molekdllini kopararak inozine dontdsmesini sadlayan bir
enzimdir. ADA Gzellikle adenozin yikiminda rol aldigi ve salvaj
yoluna substrat sagladigi icin bazi yazarlar tarafindan purin
salvaj yolu enzimi olarak distiniimisttr. Ozellikle hiicre
siklusu hizlanmis olan kanser hicresinin ONA sentezi icin
normal hicreye gore daha fazla nukleotide ihtiyag vardir.
Plrin nukleotidlerinin yeniden elde edilmesinde ise en
avantajli yol purinlerin salvaj yoludur. Kanser hicrelerinde bu
yolu kontrol eden esas enzimlerden olan hipoksantin-guanin
fosforibosil transferaz enziminin yani sira 5nikleotidaz ve
ADAnIn aktivitesinin normale gére arttigi birgok arastirmada
gosterilmistir. Buna karsilik bazi arastiricilar ise ADAYI yikim
yolunun bir enzimi olarak degerlendirmektedir. Kanser
hlcrelerinde parin yikim yolunun baskilanip salvaj yolunun
arttinimasl ¢ok karasteristik davranistir. Dedisik kanser
turlerinde ADA aktivitesini dlsUk olarak bulan arastirmacilar
ise bu durumu yikim yolunun baskilanmasi ¢abasina bir ornek
olarak degerlendirmislerdir (Durak ve ark. 1993).

Antioksidanlarin  kanserden koruyucu etkinligi  bircok
calismada bildiriimistir. Bu calismada ise antioksidan etkileri
bilinen Hypericum perforatum'un sulu ekstratinin meme
kanseri olusturulan farelerde, karaciger ADA enzim aktivitesi

tzerindeki etkilerinin arastirlmasi amagclandi.

MATERYAL VE METOT

Deney hayvan galismalari 19.01.2018 tarihli ve 18 nolu Burdur
Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlari Yerel Etik
Kurulu kararina uygun olarak yapilmistir.

Calismada Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney
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Hayvanlari Uretim ve Deneysel Arastirma Laboratuvarrndan
temin edilen, toplam 48 adet, 12-16 haftalik, agirliklari 25-40
g arasinda degisen Balb-c disi fare kullanildi. Fareler, ozel
poliproetilen kafeslerde her bir grupta 8-11 adet fare, her bir
kafeste yaklasik 4-6 fare olacak sekilde, kontrolli sartlarda
(12 saat karanlik/12 saat aydinlik), standart fare yemi ve
normal musluk suyu ile ad libitum olarak beslendi.

Calismada meme timor modeli olusturmak amaciyla
Ehrlich asit tumar hacreleri kullanildi. Hicreler, daha énce
intraperitonal enjeksiyon yolu ile timor gelistirilmis olan
dondr farenin asit sivisindan saglandi. Enjektor yardimiyla
donor farenin periton boslugundan, Ehrlich asit tumor
hicrelerinin bulundugu asit sivisi alinarak Thoma laminda
hicre sayimi yapildi. Uygun hicre sayisi hesaplanarak Grup
1 (saghkli kontrol grubu) disinda, diger gruplardaki farelere
kati tumor olusturmak tzere 2.5x106 EAC hicre iceren asit
sivisi sirt bolgesine subkutan yolla enjekte edildi. Grup Tdeki
farelere ise subkutan yolla % 0.9luk NaCl uygulandi. EAC
hucreleri uygulandiktan sonra fareler tartildi ve rastgele
olarak gruplara ayrildi.

Grup 3 ve 4'teki farelere farkli dozlarda hazirlanan Hypericum

perforatum sulu ekstrakti, diger gruplarda bulunan

hayvanlara ise igme suyu (normal beslenmeye ek olarak) 14

gln boyunca gun asiri olarak gavaj ile uyguland.

Timor uygulamasindan sonraki 2. 7. ve 12. gunlerde grup 5de
bulunan farelere Doxorubicin (3 mg/kg), diger gruplardaki
farelere ise % 0,9luk NaCl toplam 3 kez intraperitoneal
olarak uyguland.

H. perforatum standartize ( 300mg St John's Wort, 0,5 mg
-% 0,3 - hiperisin) Hypericum perforatum (St. John's Wort
Hypericum perforatum SOLGAR®) ekstrakti kullanilarak
uygun dozlarda %0,91uk NaCl icerisinde hazirlandi.

TUmor uygulamasindan sonraki 15. glnde hayvanlar sakrifiye
edildi. Sakrifikasyon igin ylksek dozda ksilazin (Rampun®)
ve ketamin (ketasol®) kas icine uygulandi. Alinan karaciger
ornekleri % 0,91uk NaCl ile yikandiktan sonra kurutma
kagidindakurulandive alinankaraciger doku drneklericalisma
yapilincaya kadar derin dondurucuda (-200Cde) saklandi.
Dokular fosfat tampon (pH 6.5)ile 1/10 oraninda sulandirilarak
buz lizerinde homojenize (Wisetis homojenizatér, 50kHz/15sn)
edildi.

Adenozin Deaminaz Olciim Metodu

ADAenzimaktivitesi Guisti(1974)tarafindan bildirilenyéntemle
olclldu. ADA, adenozinden inozin olusumunu katalize eder.
Bu reaksiyon sonucunda amonyak aciga ¢cikmaktadir. Aciga
¢tkan amonyak, sodyum nitroprussid ve alkali ortamda fenol
¢ozeltisiyle mavi renkli indofenol bilesigine dontsmektedir.
Bu reaksiyonda sodyum nitroprussid katalizor olarak gorev
yapmaktadir. Amonyak konsantrasyonu olusan indofenol ile
dogru orantilidir.

Orneklerin protein igerikleri Lowry yéntemine gdre tayin
edildi (Lowry ve ark. 1951).

BULGULAR

Karaciger dokularindaki ADA aktivitesi, en yuksek, kanserli
kontrol grubunda(Grup 2), endistkise yiksek doz Hypericum
perforatum uygulanan farelerde (Grup 4) bulunmustur. Diisiik
doz Hypericum perforatum uygulanan grupta ADA aktivitesi,
yuksek doz Hypericum perforatum uygulanan gruba gare
daha yuksek, herhangi bir uygulama yapilmayan gruba gére
ise daha az bulunmustur. Dustk doz Hypericum perforatum
uygulanan grup (grup 2), saglikli grup (Grup 1) ve doksorubisin
uygulana gruplarda (Grup 5)ise benzer diizeyler dlgtlmstur.
Bu degisimlerden Grup 2 ve grup-4 arasindaki fark istatistik
olarak anlamli bulunurken (P<0.05), diger gruplar arasindaki
fark anlamli degildir.

Tablo 1. Deney gruplarinda ADA Enzim Aktiviteleri

Gruplar ADA Enzim Aktivitesi
Grup1 7.90+0.772°
Grup 2 8.59+0.542
Grup 3 7.6+0.822
Grup 4 6.02+0.91°
Grup 5 7.58+0.62

ab Farkl harflerle belirtilen dederler arasindaki farklilik
istatistik olarak onemlidir (p<0.05)

Bu calismada, karaciger dokusu ADA enzim aktvitesi saglikli
kontrol grubuna kiyaslandiginda, meme timaru olusturulan
kontrol grubunda artmis; yiksek doz (300 mg/kg) Hypericum
perforatum uygulanan grupta azalmistir.
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Sekil 1. Farkli dozlarda Hypericum perforatum uygulanan,
EAC olusturulmus farelerin karaciger dokularinda ADA enzim
aktivitesi

Dustk doz (300 mg/kg) Hypericum perforatum ve doksorubisin
uygulanan gruplarda ise azalma olmakla birlikte, anlamli bir

degisiklik gordlmemistir.
TARTISMA

Aghaei ve ark. (2005), meme kanserinde serum ve timor
dokularinda ADA aktivitesinin artmis oldugunu bildirmiglerdir.
Canbolat ve ark. (1996) ise meme kanserinde timor
dokusundaki ADA aktivitesini saglikli dokulardan ylksek
bulmuslardir. Bir baska calismada, meme kanserli hastalarda
serum ADA aktivitesinin arttigi bildirilmistir (Walia ve ark.
1995). Artmis ADA aktivitesinin, timorin evrelendiriimesi,
timor blyUkligu, lenf nod tutulumu ve yas ile iliskili oldugu;
bu sebeple, artmis ADA aktivitesinin timor dokusundan farkli
kaynaklara bagli olabilecegi bildirilmistir (Aghaeia ve ark.
2005).

(2005),
trifolium-pratense) ekstraktlarinin takviyesinin kanserli ve

Avci ve ark. antioksidan (allium-sativum ve
kanserli olmayan karaciger dokularinda ADA aktivitesini
incelemislerdir. Kullanilan antioksidan ekstrakt her iki grupta

da ADA aktivitesini belirgin olarak inhibe etmistir.

ADA aktivitesinin arastirildigi kanser doku ve hicrelerinde ¢cok
farkli sonuglar vardir. Kiozomi ve ark. (1985) cilt kanserlerinde
yuksek ADA aktivitesini rapor etmislerdir. Yine Sufrin ve ark.
(1978) safra kesesi kanseri olan hastalarin kanser dokularinda
tespit ettikleri ylksek ADA aktivitelerini bildirmiglerdir.
Ancak Durak ve ark. (1993) insan larenks kanserlerinde

ADA aktivitesini komsu saglam dokuya goére dusuk tespit
etmislerdir. Daha once de belirtildigi gibi malign hlcredeki
gen vyapisinin yeniden dizenlenmesi sonucu normal
hicredeki enzim profili dedisime ugramaktadir. Kanserli
hicrelerdeki enzim aktivitelerinin - olctlmesi, degisime
ugrayan malign htcredeki yeni dizenlemeler hakkinda bizlere
bilgi vermektedir. Bu enzim aktivitelerinin artisl veya azalisl,
kanser hlcresindeki yeniden programlanmis genetik bilginin

bir gostergesi olmasi agisindan dnemlidir (Dolanmaz 1998).

Benign ovarian tumorlere kiyasla, yumurtalik kanseri olan
hastalarda serum ve peritoneal sivi ADA dizeyleri anlamli
olarak daha vyiiksek bulmuslardir (p = 0.001). Buna ek
olarak, yumurtalik kanserlerinin histopatolojik alt tipleri
ve derecesine gore ADA dlzeyleri énemli olclde farkli
bulunurken, iyi huylu ve disUk dereceli habis tumarler
arasindaki ADA duzeyleri bakimindan anlaml farklilik tespit
edilmemistir. Ayni calismada peritoneal sivi ile serum ADA
dlzeyleri arasinda onemli bir iliski oldugu, malign over
timorlerinde serum ve peritoneal sivi ADA dlzeyleri daha
yuksek oldugu tespit edilmistir. Hatta bu bulgularla ADAnin,
yumurtalik tdmorlerinin tani ve tedavisinde vyararli bir
biyobelirte¢ olabilecedi one strilmustir (Urunsak ve ark.
2012).

Meme kanserli hastalarda yapilan calismada ADA aktivitesi
hastagrubunda Evre-1, Evre-2 ve Evre-3'de ylksek saptanmis
(p<0.001) ve ADA aktiviteleri hasta grubu evrelerinde sirasiyla,
Evre-1ile Evre-2 ve Evre-1ile Evre-3 arasinda herhangi bir
istatistiksel anlamlilik yokken, Evre-2 ile Evre-3 arasindaki
fark anlamli bulunmustur (p<0.001) (Demir 2017).

Canbolat ve ark. (1996) meme kanseri timorlerinde ADA

aktivitesinin - normal dokudan daha ylksek oldugunu
gosterirken, Walia ve ark. (1995) da, meme kanserli hastalarin
serumunda artmis toplam ADA aktivitesi tespit etmislerdir.
Bu calismalardan elde edilen sonuclar, postmenopozal yas
ile ilgili olarak hem toplam ADA hem de ADAZ2 izoenzimi
aktivitelerinin meme kanserli hastalarin serumunda arttigini

ortaya koymaktadir (Aghaeia ve ark. 2005).

Serum ADA seviyelerinin gesitli kanser tirlerinde yaklasik bir
ila Uc kat arttigi gosterilmistir. Mevcut calismadaki veriler,
bas-boyun kanserli hastalarda serum ADA duzeylerinin

kontrollere kiyasla vyaklasik %150 oraninda arttigini
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gostermektedir. Malignitede serum ADA aktivitesinde artis,
artmis adenozin metabolizmasini akla getirmektedir (Mishra
ve ark. 2000).

Ishii ve Green (1973) adenozinin, kiltirlenmis memeli
hicreleri icin toksik oldugunu ve pirimidin biyosentezine
midahale ettigini bildirmistir. Mishra ve ark. (2000), ise
yaptiklari ¢alisma sonucunda ADA aktivitesindeki artisin
dogrudan kanser evresi ile iliskili ve artisin primer timaor
kitlesi ile dogru orantili oldugunu gostermislerdir. Benzer
sekilde Sufrin ve ark. (1978), mesane gegis hiicreli karsinomali
hastalarda lenfosit ADA aktivitesindeki artis ile timor evresi
arasinda anlamli bir iliski oldugunu bildirmistir.

Bazi arastirmacilar, ameliyattan sonra akciger karsinomali
hastalarda serum ADA dlzeylerinin onemli 6lctde azaldigini
bildirmistir (Nishihara ve ark. 1970; Sufrin ve ark. 1978).
Nishiharave ark.(1970), radyoterapiye tabitutulmus hastalarin
serum ADA aktivitesinde dists gosterdiklerini bildirmistir.
ADA aktivitesinde
yaklasik %8b azalma goruldiguna bildirmislerdir.

Radyoterapi tamamlandiktan sonra,

ADA, 6zellikle T hicreleri basta almak (izere lenf hiicrelerinin
farklilasmasi igin gerekli ve monositlerin  makrofajlara
dontsmesinde dnemli rol oynamaktadir (Shore ve ark. 1981).
Intraseliler enfeksiyon ve yangisal hastaliklarda olusan
monosit/makrofaj aktivasyonu, ADAnin saliniminin artmasina
ve serum dlzeyinin yikselmesine neden olur. Yangisal
hastaliklarda, dokularda meydana gelen yangi ve aktive olan
makrofajlardan salinan serbest radikallerin oksidatif strese
neden olabilecedi bildirilmistir (Wiid ve ark. 2004).

Yapilan calismada, karaciger dokusu ADA enzim aktvitesi
saglikli kontrol grubuna kiyaslandiginda, meme tumard
olusturulan kontrol grubunda artmis; yiksek doz (900 mg/kg)
Hypericum perforatum uygulanan grupta azalmistir. Dusuk
doz (300 mg/kg) Hypericum perforatum ve doksorubisin
uygulanan gruplarda ise azalma olmakla birlikte, anlamli bir
degisiklik gorilmemistir. Tez calismasinda kanserli kontrol
grubunda elde edilen veriler Aghaei ve ark.(2005) ve Canbolat
ve ark. (1996) ile benzer bulunmustur.

Durak ve ark. 1994, ise meme kanserli ve mesane kanserli
hastalarda kanser dokusunda ADA aktivitesinin artmis,
larenks kanserli hastalarin kanserli dokularinda bu enzim

aktivitesin distGgund bildirmislerdir (Durak ve ark. 1994).

Yineaynisekilde Avciveark.(2005/ninantioksidanolan(allium-
sativum ve trifolium-pratense) ekstraktlarinin takviyesinin
kanserli ve kanserli olmayan karaciger dokularinda ADA
aktivitesini inceledikleri ¢alismada, tez calismasiyla benzer
olarak, kullanilan antioksidan ekstraktin her iki grupta da ADA
aktivitesini belirgin olarak inhibe ettigini bildirmislerdir.

SONUG

Hizli blylimekte olan kanser hucrelerinde artmis ADA

aktivitesi  beklenen bir sonugtur. ADA aktivitesinin

bu hicrelerde distrilmesi, kanser hicrelerinin  hizli

blyumesinin baskilanmasiyla ilgili olabilir.

DisUk doz H.perforatum uygulanan grupta ise ylksek
doz uyqulanan gruba gore ADA enzim aktivitelerinde
meydana gelen farklilik uygulanan dozun kanserli dokularda
enzim aktivitelerini  farkli derecelerde etkilemesinden

kaynaklanabilecegi sonucuna varilmistir.
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