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OZET

Agiz kanserleri oral kavitenin herhangi bir yerinde ortaya ¢ikabilen ve erken donemde teshis edilip
tedavisine baslanmadik¢a yiiksek mortalite oranlariyla seyreden kanserlerdir. Bu kanserlerin
yaklasik %90’1mn1 oral skuamoz hiicreli karsinomlar olusturmaktadir. Gliniimiizde alternatif kanser
tedavi araglari bulmak amaciyla pek ¢ok c¢alisma vyiiriitiilmektedir. Ozellikle gelismekte olan
tilkelerde cesitli bitkiler, bitki ekstreleri ve bitkilerden elde edilen kimyasallarin kemopreventif
etkinligini inceleyen pek ¢ok arastirma yapilmaktadir. H. perforatum insan igin pek ¢ok yararli
etkiye sahip oldugu bilinen, ge¢cmisten giiniimiize diinyada cesitli yerlerde geleneksel tipta
kullanilagelmis bir bitki tiirtidiir. Bu galismanin amaci, 7,12-dimetilbenz(a)antrasen ile olusturulan
rat oral skuamoz hiicreli karsinom modelinde H. perforatum ekstresinin kemopreventif etkinliginin
ve antioksidan savunma sistemleri tizerindeki etkilerinin incelenmesidir. Bu c¢alismada, H.
perforatum’un antioksidan etkinligi, radikal giderici aktivitesi ve fenolik madde igerigi in vitro
olarak belirlenmis ve ¢alismanin in vivo kisminda kullanilmak iizere ekstre hazirlanmistir. In vivo
caligma protokoliinde 30 adet Wistar erkek rat kontrol grubunda 6 diger gruplarda 8’er hayvan
olacak sekilde rastgele 4 gruba ayrilmistir (Grup 1: kontrol, Grup 2: DMBA grubu, Grup 3:
HP+DMBA grubu, Grup 4: HP grubu). Uygulama yapilan dokulardaki ve kandaki antioksidan
savunma mekanizmalar1 biyokimyasal ve immiinohistokimyasal olarak, bag dokudaki kanseréz
degisiklikler immiinohistokimyasal olarak, dokuda meydana gelen epitelyal degisikliklerin
mevcudiyeti ve dereceleri ise histopatolojik olarak degerlendirilmistir. Ekstrenin antioksidan
savunma sistemi tizerinde 6zellikle kanserojenle birlikte uygulandiginda bazi antioksidan enzimleri
baskilayici etki gosterdigi goriilmiistiir. Immiinohistokimyasal incelemede bag dokusuna kadar
invaze olan lezyonlarin olugsmadigi degerlendirilmistir. Histopatolojik inceleme sonuglara gore H.
perforatum ekstresinin kanserdz degisiklikleri %100 6nlemese de kemopreventif etki gosterdigi
tespit edilmistir. Bu bitkinin umut vadeden bir kemopreventif ajan oldugu ve bu g¢aligmanin
stnirliliklarmin agildigi aragtirmalar ve doz caligmalar1 yapilarak ekstrenin tam potansiyelinin
degerlendirildigi ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu sonucuna varilmistir.

Bilim Kodu : 1003

Anahtar : Hypericum perforatum, antioksidan, agiz kanseri, oral skuamoz hiicreli
Kelimeler karsinom

Sayfa Adedi : 88
Danigsman : Prof. Dr. Inci Rana KARACA



EVALUATION OF THE EFFECTS OF HYPERICUM PERFORATUM EXTRACT ON
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ABSTRACT

Oral cancers may emerge from anywhere in the oral cavity and unless diagnosed at an early stage
and treatment is initiated immediately they demonstrate high mortality rates. Nearly 90% of all oral
cancers are oral squamous cell carcinomas. Today, there are many ongoing studies in order to find
alterative curative agents against cancer. There are many studies investigating the chemopreventive
properties of various plants, plant extracts and plant-deried chemicals, especially in developing
countries. H. perforatum is known to have many beneficial properties for the organism and has
been used for traditional medicine in various cultures. The purpose of this study was to investigate
the chemopreventive properties of H. perforatum on 7,12-dimethylbenz(a)anthracene-induced rat
oral squamous cell carcinoma model and the plant’s effects on the antioxidant defence
mechanisms. In the study, the in vitro antioxidant efficacy, radical scavenging activity and phenolic
compound content of H. perforatum was determined and an extract was prepared to be used in the
in vivo part of the study. In the in vivo study protocol, 30 Wistar male rats were divided randamly
into 4 groups as 6 in the control and 8 in each of the other groups (Group 1: control, Group 2:
DMBA group, Group 3: HP+DMBA group, Group 4: HP group). The antioxidant defence
mechanisms in  tissue and blood samples were evaluated biochemcally and
immunohistochemically, the cancerous changes in connective tissue were investigated
immunohistochemically and epithelial changes in the tissue samples were evaluated
histopathologically. The extract revealed an inhibitory effect on some antioxidant enzymes
especially when it is applied together with the carcinogen. Immunohistochemical evaluations
revealed no invasive changes in the connective tissue. According to the histopathological resuts, H.
perforatum showed chemoprevetive effects although it did not prevent carcinomatous changes in
the epithelium to 100%. The results of this study shows that H. perforatum is a promising
chemopreventive agent and furthes studies without the limitations of this one and dose
determination studies may be able to evaluate the full potential of this plant.

Science Code :1003

Key Words : Hypericum perforatum, antioxidant, oral cancer, oral squamous cell
carcinoma
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Simgeler Aciklamalar
% Yiizde
°C Santigrat derece
ng Mikrogram
ul Mikrolitre
g Gram
H202 Hidrojen peroksit
mg Miligram
mi Mililitre
Na2COs Sodyum bikarbonat
nm Nanometre
02 Oksijen
Oz Stiperoksit anyonu
OH- Hidroksil iyonu
o Alfa
Beta
K Kappa
Kisaltmalar Aciklamalar
ALT Alanin aminotransferaz
ANOVA Analysis of Variance
(Varyans analizi)
AST Aspartat transaminaz
BUN Blood Urea Nitrogen

(Kan iire nitrojeni)
CAT Catalase
(Katalaz)



Kisaltmalar

DAB
DMBA
DNA
DPPH

DSO
EBV
FCR
FDA

GAE
GSH
GSH-Px

GSSG
GUDAM

HIV
HP
HPV
MDA
MMP
NADP

NADPH
NBT
NF-xp
OSHK
RNA
ROT
SHK
SOD

Aciklamalar

3,3'-diaminobenzidin
7,12-dimetilbenz(a)antrasen
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1. GIRIS

Kanser, Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan normal hiicre boyutlarin1 asacak sekilde
bliylime gosterebilen anormal hiicreler ile karakterize, viicutta komsu oldugu diger
bolgelere ilerleme veya organlara yayilma ozelligine sahip bir hastalik grubu olarak
tanimlanmistir [1]. 2025 yilina kadar her y1l yeni kanser teshisi koyulan hasta sayisinin 20
milyonun {izerine ¢ikacagr tahmin edilmektedir [2]. Kanserin diinya ¢apinda
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en sik Oliimle sonuglanan hastalik oldugu

bildirilmistir [3].

Oral kanserler tiim kanser tipleri i¢inde diinya ¢apinda en sik goriilen 6. kanser tipidir. Oral
kanser terimi, oral kaviteden orijin alan kanserlerin tamamin kapsamaktadir [3]. DSO’niin
2014 yilinda yayinladigi Diinya Kanser Raporu’nda 2012 yilinda diinya ¢apinda 529 000
yeni oral kavite ve farinks kanseri vakasi tespit edilmis ve 292 000 kisinin oral kavite ve

farinks kanseri nedeniyle 61digii bildirilmistir [2].

Oral skuamoz hiicreli karsinomlar (OSHK) tiim oral kanser tipleri i¢inde %90 oraninda
goriilmektedir; bu oran da tiim kanser tipleri i¢inde yaklasik olarak %2-3’liik bir orana
denk gelmektedir [4, 5]. OSHK oral mukozada ¢ok katli yassi epitel seviyesinde baglayan
hiicresel seviyedeki degisikliklerin daha derin tabakalara ilerleyerek olusturdugu bir
hastaliktir ve oral mukozada ortaya c¢ikan premalign lezyonlardan koken aldig:
bilinmektedir [6]. Her premalign lezyon kansere doniismemektedir ve hangi lezyonun
kansere doniigme potansiyelinin daha yiiksek oldugunu belirlemek i¢in heniiz bir yontem
bulunmamuistir, ancak oral kanserlerin erken teshis ve tedavisinin, hastaligin prognozunu
olumlu yonde etkiledigi bilinmektedir [5]. Bununla birlikte pek ¢ok vaka (%60-80) geg
sathada tani almakta, bu da %30-60 oraninda hastalarin 5 yillik sagkalim oranlarini
distirmektedir. Glinlimiizde ge¢ donem teshislerin ve diisiik sagkalim oranlarinin 6niine
gecebilmek i¢in alternatif tedavi secgenekleri ve erken tani yontemleri i¢in arayis

stirmektedir [7].

Gilinlimiizde, kanserin de aralarinda bulundugu pek ¢ok patofizyolojik durumda serbest
radikallerin ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) rol oynadigi bir kisim arastirmaci
tarafindan dokiimante edilmistir. Oksijenin rediiksiyonu esnasinda ortaya cikan ara

tirtinlerin DNA (deoksiriboniikleik asit), protein ve lipitler gibi hiicresel komponentler



tizerinde zararli etkileri oldugu bilinmektedir. ROT’nin zararli etkileri enzimatik
(stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz) ve non-enzimatik (C ve E vitaminleri,
iirik asit, bilirubin, indirgenmis glutatyon) antioksidanlar aracilifiyla dengelenmektedir.
Antioksidan savunma mekanizmalarinin bozulmasi hiicre ve dokularda oksidatif hasara yol
acmaktadir. Oksidan ve antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar lehine bozulmasi ise

karsinogenezin baglamasinda rol oynamaktadir [8-10].

Kanser arastirmalarinda siklikla kullanilan bir kimyasal olan 7,12-dimetilbenz(a)antrasen
(DMBA), organ ve bolgeye 0zgii, potent bir karsinojen olup, bukkal mukozada OSHK
olusumunun indiiklendigi caligmalarda da yaygin olarak kullanilmaktadir [9]. Karsinojenik
etkilerini DNA eklentileri olusturarak, kronik inflamasyona neden olarak, ROT {iretimini
indiikleyerek ve oksidatif DNA hasarma neden olarak gosteren bu kimyasal, OSHK
disinda cilt ve meme dokularinda kanser olusturmak i¢in de kullanilmaktadir [11, 12].
DMBA ile olusturulan lezyonlarin morfolojik ve histolojik 6zellikleri, gosterdigi invaziv
ve metastatik 6zellikler, DMBA’nin indiikledigi biyokimyasal ve molekiiler belirtecler
(marker) ve olusturdugu prekanserdz lezyonlar OSHK ile benzerlik gostermektedir [13].
Bu nedenle dogal iiriinlerin kemopreventif potansiyelinin degerlendirildigi ¢alismalarda

siklikla kullanilan bir kanserojendir [9].

Son yillarda antioksidan ajanlar gibi dogal iirlinler ve ilaglar dikkat ¢ekmektedir ve
ozellikle gelismekte olan iilkelerde saglik problemlerine alternatif c¢oziimler bulmak
amaciyla caligmalara konu olmaktadir [14]. Literatiirde 6zellikle hamster bukkal kese
karsinogenez modeli kullanilarak oral karsinogenezin Onlenmesi {izerine iiziim ¢ekirdegi
ve elma ekstresi gibi bitki ekstrelerinden, 6-paradol bilesigi, yesil cay polifenolleri ve
lupeol gibi gesitli bitkilerden elde edilen bilesiklerden ve Pleurotus ostreatus mantari ve

safran gibi bitkilerden yararlanilan pek ¢ok ¢alisma mevcuttur [9, 15-21].

Hypericum familyast ot ve c¢ali formunda 1000°den fazla tiirden olusan bir bitki
familyasidir ve bu farkli tiirlerin ¢ogu diinyanin farkli yerlerinde geleneksel tipta
kullanilmaktadir [14]. Bu tiirler igerisinden Hypericum perforatum (H. perforatum);
naftodiantronlar, floroglusinoller, flavonoidler, biflavonlar, fenilpropanlar,
proantosiyanidinler, tanenler, ksantonlar, esansiyel yaglar ve aminoasitler gibi
bilesenlerden olusur. Igerdigi bu bilesenler sayesinde organizmada yara iyilestirici,

antiinflamatuar, antibakteriyel, antimikrobiyal, antiviral, antifungal, antiproliferatif,



antioksidan, antidepresan, antimalaryal, antineoplastik ve analjezik etkiler gostermektedir

[22, 23].

Yapilan literatiir taramasinda H. perforatum’un antioksidan etkinliginin in vivo olarak
degerlendirildigi ve bu bitkinin oral kanser olusumu iizerine etkilerinin arastirildigi
herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu ¢alismanin amaci, DMBA ile olusturulan rat
OSHK modelinde H. perforatum ekstresinin antioksidan etkinliginin ve ekstrenin bu
hayvan modelindeki kanserdz degisiklikleri Onleyebilirliginin degerlendirilmesidir.
Yapilan bu g¢alismanin sonunda uygulama yapilan dokulardaki antioksidan savunma
mekanizmalar1 biyokimyasal olarak, bag dokuda kanseréz degisiklikler ve antioksidan
savunma sitemi ile ilgili degisiklikler immiinohistokimyasal olarak, dokuda meydana gelen
epitelyal degisikliklerin mevcudiyeti ve dereceleri 1ise histopatolojik olarak
degerlendirilmistir. Bu bitkisel kaynakli ekstrenin oral mukozada meydana gelen

prekanseroz/kanserdz degisiklikleri 6nleme potansiyeli degerlendirilmistir.






2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ag1iz Mukozasi

Anatomik olarak oral kavite dudaklar, dis etleri, retromolar licgen, sert damak, bukkal
mukoza, dilin 6n 2/3’lik kismi ve agiz tabanindan; orofarinks ise tonsiller, yumusak
damak, dilin 1/3 arka kismi1 ve posterior farinks duvarindan olusmaktadir. Oral kavitenin
tamamin1 doseyen, c¢ok katli yassi epitelden olusan doku ise agiz mukozasi olarak
adlandirilmaktadir. Her iki anatomik bolgede de ¢ok katli yassi epitel kesintisiz bir sekilde
devamlilik gostermektedir. Bu sebepledir ki gegmisten giiniimiize bu iki bolge arasinda net

bir ayrim yapilmamistir [24].

2.1.1. Ag1iz mukozasinin fonksiyonu

Ag1z mukozasinin ¢esitli fonksiyonlar1 vardir. Cok katli keratinize epitel yiizeyiyle fiziksel
ve kimyasal travmalara karsi koruyucu gorev yapar. Mikroorganizmalarin ve toksik
materyallerin gegisine kars1 secici gecirgen 6zellik gosterir, immiinolojik komponentleriyle
patojenik mikroorganizmalar1 ve yabanci antijenleri tespit eder ve yanit verir. Bunlarin
yani sira sivi ve miisin sekresyonu ile agiz icindeki ylizeylerin kayganlastirilmasi ve
nemlendirilmesi gorevini gergeklestirir. A1z icindeki genel ve 6zel hislerin algilanmasini

saglayan serbest ve enkapsiile sinir uglarina ve tat tomurcuklarina ev sahipligi yapar [25].

2.1.2. Saghkh ag1z mukozasinin histolojik katmanlar:

Ag1z mukozas1 viicudun diger kisimlarindaki epitel ile bazi benzerlikler gosterir. Bu
benzerliklerden biri epitelin hemen altinda bulunan lamina propria tabakasidir. Bu tabaka
papiller tabaka ve derin retikiiler tabaka tarafindan olusturulmaktadir. Papiller tabakada
bag dokusu epitelin i¢ine dogru cep seklinde girintiler yapar. Bu da, epitelin damar ve sinir
uclart ile temas yilizeyini arttirir. Retikiiler tabakanin iginde bag doku tarafindan
desteklenen derin damar pleksuslart ve sinirler bulunmaktadir. Retikiiler ve papiller
tabakalar, lamina propriaya destek olur. Lamina proprianin altinda ise submukoza yer alir

[26].



Agiz mukozasi 3 katmandan olusur: ylizey epiteli, gevsek bag dokusu katmanindan olusan
destekleyici papiller tabaka ve yogun, diizensiz bag dokusundan olusan retikiiler tabaka.
Ag1z mukozasinin daha da altinda submukoza yer almaktadir ve bu tabaka da yogun,
diizensiz bag dokusundan olusmaktadir. Submukozada genellikle mindr tiikiiriik bezleri ve
baz1 alanlarda yag dokusu bulunmaktadir. Ag1z mukozasinin lamina propria aracilifiyla
direkt olarak kemik veya kasa bagli oldugu bazi alanlarda submukoza dokusu

bulunmayabilir [25].

Ag1z mukozas1 ¢ok katli yassi epitelden olusmaktadir ve bu yap1 3 farkli fonksiyon
gorecek sekilde Ozellesmistir. Bunlardan biri yanaklar, dudaklar, yumusak damak, dilin
ventral yiizii ve agiz tabanini kaplayan, yumusak ve katlanabilir yapida olan Ortiicii
mukozadir ve ¢ok katli yass1 non-keratinize epitelden olusmaktadir. ikincisi, sert damak,
diseti ve alveoler yapilarin {izerini kaplayan, parakeratinize veya keratinize epitelden
olusan ve cigneme esnasinda yemekle direkt temas halinde olan mastikatér mukozadir.
Mastikator mukoza, i¢inde kan damarlari, sinir uglari, serdz, miikoz ve mikst bezlerin
bulundugu lamina dura ile iligkili birka¢ tabaka epitel hiicre dizisinden olusmaktadir.
Sonuncusu ise dilin dorsal yiizeyini kaplayan 6zellesmis mukozadir ve bu mukoza da

¢igneme esnasinda fonksiyon goriir [25, 26].

2.2. Kanser

Kanser, hiicre DNA’sinda meydana gelen mutasyonlar sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Bu
mutasyonlar, aminoasit dizilerinde degisikliklere ve nihayetinde hiicre iginde {iretilen
proteinlerin farklilagsmasina yol agmaktadir. DNA mutasyonlar1 spontan olarak, 6zellikle
oksidasyon ve serbest radikallerin neden oldugu kimyasal hasarla birlikte meydana
gelmektedir ve cesitli risk faktorlerinin bu tiir mutasyonlarin olusma ihtimalini énemli
derecede arttirdig1 bilinmektedir. Kanser olusumunda, normal bir hiicrenin malign hiicreye
doniismesi i¢in devreye pek ¢ok molekiiler ve hiicresel olayin girdigi bilinmektedir; ancak,
bu etkenler arasinda insan karsinogenezinde en onemli etkenlerden birinin oksidatif stres
oldugu giiclii kanitlarla ortaya konmustur. Oksidatif stres, viicutta serbest radikal olusumu
ve buna karst olan antioksidan savunma mekanizmalart arasinda ortaya ¢ikan
dengesizliklerden kaynaklanmaktadir. Viicutta ROT’nin artmasi aralarinda kanserin de
bulundugu pek ¢ok hastaligin ortaya ¢ikmasinda rol oynamaktadir. [27]. ROT ad1 verilen

hiicre i¢inde olusan bu oksijen ara {irtinleri sadece DNA’ya saldirmakla kalmayip lipit ve



protein gibi hiicresel komponentlere de saldirmakta ve bunun sonucunda DNA bazlariyla
direkt olarak baglanabilen reaktif tiirlerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu yollarla
olusan DNA hasarinin yanlis veya eksik sekilde tamir edilmesi de mutasyon ve kanserz

transformasyonlara yol agabilmektedir [8].

2.2.1. Oral kanser tanimi ve oral kanserlerin insidansi

Bas ve boyun kanserleri, oral ve nazal kaviteler, farinks, larinks ve paranazal siniisleri
igeren bir terimdir; ancak bazi anatomik bolgelerin (dil kokii ve yumusak damak gibi) oral
kaviteye veya orofarinkse dahil olmas ile ilgili kesin bir ayrim olmadig: i¢in oral kanser
teriminin standart bir tanim1 yoktur. Oral kaviteye genellikle dudagin mukozal kismi, dilin
on 2/3’lik kismi, agiz tabani, diseti, retromolar tiggen, bukkal mukoza ve sert damak dahil
edilmektedir [28]. Oral kanser, agiz boslugundan koken alan tiim malignansileri i¢eren bir
terimdir. Tim kanser tipleri i¢inde diinya ¢apinda altinci sirada yer almaktadir [3]. Oral
kavite ve farinks kanserlerinin siklikla gozlendigi dudak, oral kavite, nazofarinks ve
farinks ayr1 ayr1 degerlendirildiginde insidanslari yiiksek goriilmese de ayni baslik altinda
degerlendirildiginde goriilme insidansi olarak en sik goriilen 7. kanser tipi ve 6liime en sik
sebebiyet veren 9. kanser tipidir [2]. Oral kanserlerin %90’1m1 skuamoz hiicreli karsinomlar
(SHK) olusturmaktadir ve bu hastaliktan diinya ¢apinda her yil yaklasik olarak 300 000
kisi etkilenmektedir [28].

2.2.2. Oral kanserlerin risk faktorleri

Kanser icin risk faktorlerini temel olarak eksojen faktorler olusturmaktadir. Bunlarin
arasinda en onemlileri tiitiin ve alkol olmakla birlikte, betel, ¢esitli kimyasallar, radyasyon
(glin 15181 veya iyonize), bazi enfeksiyonlar (human papilloma virus (HPV)), beslenme
veya immiin yetmezlik de sayilmaktadir. Bu eksojen faktdrlerin yaninda bazi kanser

tiirlerinin olugmasinda genetik ve ¢evresel faktorler de rol almaktadir [29].

Tutiin ve tiitiin tiriinleri

Tiitlin Uriinlerinin karsinojen oldugu literatlirde oldukca acik bir sekilde kanitlanmistir ve
oral kanserlerin %25’inden fazlas1 tiitiin kullanimiyla iliskilendirilmektedir. Tiitiin

iriinlerinin kullaniminin akciger, oral kavite, nazal kavite, larinks, orofarinks, hipofarinks,



0zofagus, mide, karaciger, pankreas, mesane, iireter, bobrek, serviks kanserleri ve miyeloid
16semi ile baglantili oldugu diistiniilmektedir. Sigara dumaninda 60’tan fazla karsinojen
bulundugu, hatta yanmamus tiitiinde bile en az 16 adet karsinojen bulundugu bildirilmistir
[30]. Titiin kullanimi esnasinda tiitiin  bitkisinin dogal kisimlarindan tiitiine-6zgii
nitrozaminler ve ¢esitli antioksidan enzimlerde degisiklikler meydana getiren serbest

radikaller ortaya ¢ikmaktadir [29].

Alkol

Alkol kullanimi kanser olusumu i¢in major risk faktorlerinden biri olarak tanimlanmistir.
Yapilan ¢aligmalarda sigara kullanimi ile beraber orta ila agir seviyede alkol kullanimi
hikdyesi olan kisilerde oral kanser olusumu riskinin 3-9 kat daha fazla oldugu
gosterilmistir. Hatta sigara ve alkoliin birlikte kullanilmasi sinerjistik etki gosterdigi igin,
ciddi sigara tiryakiligi ve alkol kullanimi hikayesi olan bireylerde bu riskin 100 kattan daha
fazla oldugu bildirilmistir [31]. Alkol kullanimi ve oral kanser arasindaki iligki tam olarak
anlasilamamis olsa da etanoliin metabolize edilmesi esnasinda ortaya ¢ikan yan tiriinlerden
biri olan asetaldehitin etkili oldugu diistiniilmektedir. Alkollii iceceklerin i¢cinde bulunan

diger kimyasallarin da karsinojenik etkisi olabilecegi diisiiniilmektedir [32].

Betel tiitiinii

Betel tiitiinii, genellikle areka cevizi, betel yapraklar1 ve kire¢ kaymagi karistirilarak
yapilir. Bu karisima bazen bolgesel tercihler dogrultusunda tiitiin, baharatlar, tatlandiricilar
ve esanslar eklenebilmektedir [33]. Bu iiriiniin kullanimi genellikle prekanserdz bir lezyon

olan oral submiik6z fibrozisle iligkilendirilmektedir [31].

Human papilloma virus

Viral HPV genotiplerinden en az 12 tanesinin (HPV16, 18, 31, 33...) servikal skuamoz
hiicreli karsinomlarin biiyiik cogunlugu ile iligkili oldugu kesin olarak biliniyorsa da,
OSHK ve oral premalign lezyonlarla iliskisi halen tartigmalidir. Chaitanya ve ark.
tarafindan yapilan bir meta-analizde kanser grubu hastalarinda HPV saptanma

prevalansinin kontrol grubu hastalara gore belirgin derecede fazla oldugu saptanmistir [34,



35]. Oral ve orofaringeal skuamoz hiicreli karsinomlarda ozellikle HPV16 ve 18’e

rastlandig1 bildirilmektedir [33].

Beslenme

Beslenme bozukluklar1 ve/veya yetersizliklerinin oral kavite ve faringeal kanserlerin %11-
15’inden sorumlu oldugu distiniilmektedir. Bazi ¢alismalarda bu iliskinin farinks
kanserlerine nazaran oral kavite kanserleri iizerinde daha fazla etkisi oldugu bildirilmistir
[33, 36]. Sebze ve meyvelerden zengin diyetin oral kanser riskini azalttigi, hatta nisastali
kok bitkilerin, tahillarin ve zeytinyagi tiiketiminin koruyucu etkileri oldugu
savunulmaktadir. Sebze ve meyvelerin oral kanseri onleyici etkilerinin igerdikleri vitamin

ve antioksidan ajanlardan kaynaklandigi diigiiniilmektedir [32].

Immiinosupresyon

Kanser hastalarinin ¢ogunda bir dereceye kadar immiinosupresyon mevcuttur ve bu durum
mevcut malignitenin kétiilesmesine neden olmaktadir. Immiinosupresyonun bazi hastalarda
oral kanser riskini arttirdigi bildirilmektedir. Ancak, kanser hastalarinda immiin
yetmezligin malignitenin bir sonucu olarak m1 ortaya ¢iktigi yoksa hastalarin immiin
sistemi zaten bir sekilde baskilanmis oldugu i¢in mi malignite olustugu halen
tartigilmaktadir [3]. Literatiirde bazi ¢caligmalarda HIV (human immunodeficiency virus) ile
enfekte hastalarda Kaposi sarkomu ve lenfomalarin goriilme sikligmmin arttig
bildirilmektedir. Organ transplantli immiinosuprese hastalarda da dudak kanseri
insidansinin arttig1 gosterilmis; ancak bu durumun gilinese maruz kalmakla veya tiitiin
kullanimiyla da iliskili olabilecegi rapor edilmistir [37]. Bu konuda farkli goriisler mevcut
olmasina ragmen genel olarak, cesitli kimyasallar ve ilaglar veya bazi viral enfeksiyonlar
(HIV, Ebstein-Barr virus (EBV)) nedeniyle ortaya ¢ikan immiinosupresyonun oral kanser

riskini arttirdigi distiniilmektedir [3].

2.2.3. Oral kanser tipleri

Oral kanserlerin %90’1indan fazlas1 oral skuamoz hiicreli karsinomlardir. Bunun disinda
ag1z icinde epitelden, bag dokusundan, mindr tiikiiriik bezlerinden, lenfoid dokulardan,

melanositlerden gelisen kanserler veya metastatik kanserler de goriilebilmektedir [38].
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Skuamoz hiicreli karsinom

DSO’niin 2005 yilinda bas ve boyun patolojileri ile ilgili yaymladigi rehberde SHK,
ozellikle 50-60°11 yaslarda ortaya ¢ikan, alkol ve sigara kullanimi ile iliskili, yaygin erken
dénem lenf nodu metastazlar1 goriilen ve farkli derecelerde skuamoz degisikliklerin

gozlendigi invaziv epitelyal neoplazmlar olarak tanimlanmistir [39].

Oral kavite ve orofarinksteki malign neoplazmlarin %90’indan daha fazlas1 SHK’lardir.
Erkeklerde kadinlardan daha fazla goriilmektedir ve bunun genellikle erkeklerin alkol ve

sigara kullanim aliskanliginin daha fazla olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir [39].

Agiz i¢inde bukkal mukozada, serbest ve yapisik digetinde, retromolar bolgede, sert ve
yumusak damakta, dilin 6n 2/3’liikk kisminin dorsal, lateral ve ventral yiizeylerinde ve agiz
tabaninda goriilebilir. Ancak, ozellikle agiz tabani ve dilde (%50) daha cok ortaya
cikmaktadir. Dudak SHK’larinin (%40) ise bazi cografik bolgelerde daha sik goriildiigii ve
biiyiik gogunlugunun alt dudakta (> %90) ortaya ¢iktig1 bilinmektedir [3, 4, 39, 40].

Kiiciik boyuttaki SHK’lar genellikle asemptomatik olur veya hafif semptomlara eslik eden
minimal klinik bulgularla kendini gosterir. Bu yiizden, 6zellikle sigara ve alkol kullanma
aligkanlig1 olan riskli hasta gruplarinda kii¢lik lezyonlarin teshis edilebilmesi i¢in dikkatli
muayene gerekmektedir. Klinik muayene esnasinda kirmizi lezyonlar, kirmizi-beyaz mikst

lezyonlar veya beyaz plaklar seklinde tespit edilebilir [31, 39].

Pek cok hastaya lokal olarak ilerlemis hastalik bulgulart mevcutken tan1 koyulmaktadir. Bu
asamada mukozal biiyiimeler, iilserasyonlar, agri, kulaga yansiyan agri, agiz kokusu,
konusmada zorluk, agiz agikliginda kisitlilik, ¢igneme problemleri, yutkunma esnasinda
agr1 ve zorlanma, parestezi, kanama, dislerde mobilite, kilo kayb1 ve boyunda sislik gibi
bulgular goriilebilir. SHK’larin daha ileri evrelerinde ise agiz iginde {ilseroproliferatif
biliyiimeler, nekroz alanlari ve kas, kemik ve cilt gibi ¢evre yapilara ilerleme
goriilmektedir. Terminal donem hastalarda orokutandz fistiiller, durdurulamayan

kanamalar, siddetli anemi ve kaseksi bulgulart mevcuttur [4, 5, 39].

Glinlimiizde, oral kanserlerin erken teshisi halk sagligi acisindan bir oncelik haline

gelmigtir. Erken teshis edilen kanserlerde uygulanan tedavilerin hastaya daha az zarar
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verdigi ve prognozu iyilestirdigi bildirilmektedir. Pek ¢ok hasta uzman doktorlardan ziyade
oncelikle pratisyen hekimler veya dis hekimleri tarafindan muayene edildiginden bu

meslek gruplarina erken teshis ve detayli muayene agisindan biiyiik bir gorev diismektedir
[3, 31].

2.3. Ag1z Mukozasinin Prekanseroz Lezyonlari

Oral kavite ve orofarinkste goriilen epitelyal kokenli lezyonlar, ortaya ciktiklar1 bolgeden
bagimsiz olarak, SHK’ya ilerleme potansiyeline sahiptir. Oral kavitede malign potansiyele
sahip oldugu diisiliniilen ve en sik goriilen lezyonlar l6koplaki ve eritroplakilerdir. Bununla
birlikte, OSHK’larin yaklasik olarak %350’sinin klinik olarak normal mukozadan kdken
aldigi bilinmektedir. Farkli lezyonlarin prognostik agidan Onemi heniiz tam olarak
bilinmemektedir ve bunu degerlendiren genis capli prospektif ¢aligmalar heniiz literatiirde
mevcut degildir. Bu nedenle, giliniimiizde oral kavitede malign potansiyele sahip
lezyonlarin degerlendirilmesinde hematoksilen - eozinle boyanmis kesitlerde, genel olarak
epitelyal displazi olarak adlandirilan yapisal ve hiicresel degisikliklerin varliginin

mikroskobik olarak incelenmesi altin standarttir [6].

2.3.1. Ag1iz mukozasinin prekanseroz lezyonlarin histolojik ilerleyisi/simiflamasi

Malign potansiyeli olan oral lezyonlarin degerlendirilmesinde mikroskobik tani ve hiicresel
atipinin derecelendirilmesi baz alinmaktadir. Literatiirde derecelendirme ile ilgili farkh
goriisler mevcuttur; ancak DSO’niin 2005 yilinda yaymladigi smiflamada hiicresel ve
yapisal degisikliklerin meydana geldigi derinlik baz alinarak daha objektif bir
degerlendirme yontemi tavsiye edilmistir. Buna gore oral epitelyal degisikliklerin farkli
dereceleri hiperplazi, hafif displazi, orta siddette displazi, siddetli displazi ve karsinoma in
situ olarak belirlenmistir. Buna gdére malign potansiyeli olan oral lezyonlarin (genellikle
l16koplaki) histolojik degerlendirmesi esnasinda lezyonlarin yalnizca %350’sine yakin
kisminda displazik degisiklikler goriildiigli, geri kalanlarda agirlikli olarak non-spesifik

hiperplazi ve hiperkeratozlarin goriildiigii akildan ¢ikarilmamalidir [6].

Her ne kadar malign potansiyele sahip oral lezyonlarin ve epitelyal displazilerin kansere
doniisme ihtimalinin normal mukozaya gore daha fazla oldugu istatistiksel agidan ortaya

konmus olsa da bununla ilgili esas mekanizmalar hali hazirda tam olarak anlasilmis
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degildir ve her displazik lezyon kansere donlismemektedir. Giiniimiizde hangi lezyonlarin
malign doniislime ugraylp ugramayacagimi gosteren spesifik molekiiler belirtecler
bilinmemektedir ve bu konuda yapilmis uzun dénem prospektif ¢alismalar mevcut degildir
[41, 42]. Dolayisiyla, giiniimiizde oral lezyonlarin potansiyel ilerleyisi ile ilgili en giivenilir
veri mevcut displazinin derecesidir. Siddetli epitelyal displazilerde malign transformasyon
goriilme oranlarmin %7-50 arasinda degiskenlik gdsterdigi, ancak bu oranin ortalama %16
civarinda oldugu bildirilmektedir. Orta siddette displazilerde malign transformasyon
goriilme oran1 %3-15 arasinda degisirken, hafif displazilerde bu oran %5’in altinda olup

diisiik risk olarak degerlendirilmektedir [42].

Hiperkeratoz

Hiperkeratoz terimi, oral mukoza epitelinde mikroskobik diizeyde kalinlasmig parakeratin
ve/veya ortokeratin tabakasini tanimlar. Kalinlasmis keratin tabakasindan otiirii beyaz bir
goriiniimii vardir; hatta bu nedenle oral mukozada goriilen beyaz lezyonlar etiyolojilerine
bakilmaksizin genellikle hiperkeratoz olarak degerlendirilir. Hiperkeratozun en 6nemli
sebeplerinden biri kronik irritasyon veya siirtiinmeye bagli keratozdur. Bu tip lezyonlar

takibi iyi yapilmasi gereken lezyonlardir [43].

Hiperplazi

Hiperplazi terimi artmis hiicre sayisini tarif eder. Bu durum spinoz tabakada ve/veya
bazal/parabazal hiicre tabakasinda ortaya ¢ikabilir. Bu agsamada epitelde yapisal agidan bir

bozukluk yoktur, stratifikasyon normaldir ve hiicresel atipi mevcut degildir [39].

Hafif displazi

Hafif displazide epitelin alt 1/3’lik kismini agmayacak sekilde bazal ve parabazal
tabakalarda hiicre proliferasyonu ve hiperplazi goriilmektedir. Hiicresel atipi genellikle
hafif dereceli olup hiicrelerde veya ¢ekirdekte hafif pleomorfizmle karakterizedir. Mitozlar
cok belirgin degildir ve mitozlarin goriildiigii durumlarda da bu, genellikle bazal seviyede

yer alir ve normal goriiniimliidiir [6].
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Orta siddette displazi

Orta siddette displazide epitelin orta 1/3’lilk kismina uzanan atipik hiicre proliferasyonu
mevcuttur. Hiicresel degisiklikler hafif displaziye gore daha siddetlidir, hiperkromatizm ve
belirgin hiicre ve c¢ekirdek pleomorfizmi izlenebilir. Artmis ve anormal mitozlar

gortilebilir; ancak, bunlar genellikle bazal seviyededir [6].

Siddetli displazi

Siddetli displazide bazal tabakadan epitelin iist 1/3’liik kismina uzanan, hatta epitelin tiim
tabakalarini igerebilen anormal proliferasyon mevcuttur. Hiicresel ve yapisal degisiklikler
oldukea belirgindir. Hafif ve orta siddetteki displazilerde goriilen tiim degisiklikler burada
da goriiliir. Bunlara ilave olarak siklikla belirgin ve ¢ok sayida ¢ekirdekg¢igi olan anormal
derecede biiyiik ¢ekirdege sahip pleomorfik hiicreler izlenebilir. Genellikle suprabazal
seviyede belirgin mitozlar mevcuttur ve anormal tripolar veya yildiz sekilli hiicreler
goriilebilir. Apoptotik hiicreler de goze garpabilir. Bu asamada siddetli yapisal degisiklikler
mevcuttur ve siklikla stratifikasyon tamamen bozulmustur, derin dokularda anormal
keratinizasyon izlenir ve keratin incileri olugsmus olabilir. Rete peg yapilar1 bozulmustur,
bulb6z rete yapilar1 siddetli displazinin belirgin 06zelliklerinden biri olarak kabul
edilmektedir. Cevreye uzanan kiigiik dallar veya lateral uzantilar seklinde anormal rete
yapilar1 da goriilebilir. Bu yapilar derin dokulara invazyonun erken belirtileridir. Bazi
durumlarda siddetli yapisal bozulmalarla birlikte belirgin akantoliz de goriilebilir. Epitel
kalinlagmasi1 s6z konusu olabilir, ancak baz1 siddetli displazi durumlarinda epitelyal atrofi
de goriilebilmektedir. Bu durum genellikle agiz tabani, dilin ventral yiizii veya yumusak
damakta ortaya cikan eritroplaki seklindeki lezyonlarda goriiliir. Epitelyal atrofinin eslik
ettigi bu lezyonlarda stratifikasyon veya keratinizasyon gbzlenmez ve atipik hiicreler epitel

ylizeyine kadar ulagmistir [6].

Karsinoma in situ

Epitelyal displazinin en siddetli formudur ve tam kalinlikta hiicresel ve yapisal
degisikliklerle karakterizedir. Oral kavitede bu tip degisiklikler nadirdir ve siklikla siddetli
atipi mevcudiyetinde bile epitel yiizeyinde biitiinliigli bozulmamis bir keratinize tabaka

mevcuttur. Karsinoma in situ bir kisim aragtirmaci tarafindan bir premalign lezyon olarak
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degerlendirilirken, bir bagka grup arastirmaci tarafindan heniiz invazyona sebep olmamis

malignite olarak degerlendirilmektedir [6].

2.4. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Bunlarm Biyolojik Sistemler Uzerine Etkileri

Serbest radikaller yoriingelerinde eslesmemis elektronlar1 bulunan, stabil olmayan, kisa
omiirlii ve yiiksek reaktiviteye sahip molekiillerdir. Genellikle en yakininda bulunan stabil
bir molekiille reaksiyona girerek elektron alir. Bunun sonucunda stabilken elektronunu
kaybeden molekiiliin kendisi bir serbest radikal halini alir ve bu dongiiniin bu sekilde
devam etmesi hiicre dinamigini bozar. ROT’ nin ¢ogu mitokondrideki elektron tasima
zincirinde ara iiriin olarak ortaya ¢ikan molekiillerdir [8]. Burada tasima komplekslerinden
ayrilan elektronlar ortamda bulunan oksijenle reaksiyona girerek bir reaktif oksijen tiirii
olan siiperoksit anyonunu (O2") olusturmaktadir ve bu siiperoksit anyonu bagka bir reaktif
oksijen tiirtine (H202, OH™ ve organik peroksitler) doéniisebilmektedir. Fizyolojik
kosullarda ROT’nin olusumu ve eliminasyonu arasinda bir denge mevcuttur; ancak, ROT
iiretiminde artig, antioksidan kapasitede azalma veya bu iki durumun bir arada meydana

gelmesi halinde oksidatif stres olusmaktadir [44, 45].

Oksijenin zararl etkilerinin oksijenin serbest radikallerinin olusmasina bagli olarak ortaya
cikabileceginden ilk defa 1954 yilinda Gerschman ve ark. bahsetmistir [46]. Giinlimiizde
serbest radikallerin ve ROT’nin, aralarinda kanserin de bulundugu bazi patofizyolojik
durumlarin olusumundaki rolii pek ¢ok arastirmaci tarafindan dokiimante edilmistir [47-
50]. Oksijenin indirgenmesi esnasinda ortaya ¢ikan ara iriinler DNA’ya ve lipitler,
proteinler gibi hiicresel komponentlere saldirmaktadir ve bodylelikle DNA bazlaria
baglanabilen reaktif tiirler ortaya ¢ikmaktadir. Bunun sonucunda olusan DNA hasarinin
eksik veya yanlis tamiri de mutageneze ve dolayisiyla kanseroz degisikliklere yol
acmaktadir. ROT’nin zararli etkileri non-enzimatik ve enzimatik antioksidanlarla
dengelenmektedir. Ancak, antioksidan savunma sistemlerinin bozuldugu durumlarda
saglikli hiicre ve dokularda oksidatif hasar olusmaktadir. Viicutta oksidan ve antioksidanlar
arasindaki bu hassas dengenin bozulmasi karsinogeneze neden olabilmektedir [8, 45].
Hastalik ve serbest radikaller arasindaki iliski Sies tarafindan “oksidatif stres” adi altinda
aciklanmistir. Sies oksidatif stresi oksidan ve antioksidanlar arasindaki dengenin
oksidanlar lehine bozulmast ve bu bozulmanin neden oldugu hasar olarak tanimlamigtir

[51].
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Kanser olusumu tek bir hiicre icinde meydana gelen birka¢ olayin kiimiilatif etkisiyle ve 3
asamada meydana gelmektedir. ROT bu asamalarin her birinde rol almaktadir. Oksidatif
stresin karsinogenezin herhangi bir asamasi tizerine etkisi direkt olarak siirecte gorev alan
radikallerin tipi ve reaktivitesi ile iliskilidir. Baslangi¢ asamasinda normal bir hiicrede
DNA mutasyonu meydana gelmekte ve mutasyona ugrayan DNA’nin duplikasyona
ugramastyla birlikte mutasyon kalic1 hale gelmektedir. Kanserin bu baslangi¢c asamasinda
ROT’nin etkisi kanserli dokularda oksidatif DNA modifikasyonlarinin goriilmesiyle
desteklenmistir. Sonraki asamada baslangi¢ asamasindan geg¢mis olan hiicrelerde hiicre
proliferasyonunun gerceklesmesi veya apoptozun dnlenmesiyle birlikte mutasyona ugrayan
hiicrelerin ¢cogalmasi s6z konusu olmaktadir. ROT bu asamada hiicre proliferasyonu veya
Oliimiiyle ilgili mekanizmalara miidahil olarak ve hiicre biiylimesi ve onkogenez ile iligkili
baz1 transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini regiile ederek mutasyona ugrayan hiicrelerin
sayisinin artmasina neden olmaktadir. Bu asamada diisiik seviyede oksidatif stres hiicre
boliinmesini stimiile etmekte ve sonugta tiimoral biiyiimelere neden olmaktadir. Bu durum
kanser gelisiminin bu asamasinda ROT olusumunun, ROT-iligkili tiimor gelismesinde
etkili olan temel mekanizma oldugunu diistindiirmektedir. Karsinogenezin son asamasinda
ise tim hiicrelerde fazla miktarda ortaya ¢ikan ROT mutasyonlara, antiproteinazlarin
inhibisyonuna, matriks metalloproteinazlarin (MMP) {iretiminin artmasina ve lokal doku
hasarma neden olmaktadir. Artmis sayida oksidatif modifikasyona ugramis DNA
bazlarinin mevcudiyeti tamamen olugsmus kanser i¢indeki tlimoral hiicrelerin metastatik
potansiyelini arttirir ve genetik instabiliteye neden olur. Bunlarin yani sira, ROT nin
kanser metastazlarinda 6zellikle 6nemli olan anjiogenik cevabi tetikledigi rapor edilmistir
[8, 27].

ROT’nin zararl etkilerine kars1 viicudun antioksidan enzimler, besin kaynakli ve endojen
antioksidanlar, oksidatif hasara ugramis hiicre bilesenlerinin (protein, lipit ve DNA gibi)
tamiri gibi savunma mekanizmalart mevcuttur. Antioksidan enzimler, ROT’yi ve serbest
radikal zincir reaksiyonlari sonucu olusan metabolik artiklari toksik olmayan iirlinlere
doniistiirebilmek icin onlarla reaksiyona girmektedir. Besin kaynakli antioksidanlar (E
vitamini, flavonoidler...) ve endojen antioksidanlar (iirik asit) da serbest radikal zincir
reaksiyonlarini sonlandirabilmektedirler [49, 50]. Antioksidan enzimlere 6rnek olarak
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (CAT)’dan
bahsedilebilir.
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SOD enzimi siiperoksit radikalinin O2’ye doniistiiriilmesini saglayan ve sonucta siiperoksit
radikaline gore daha az reaktivite gosteren H20. molekiiliiniin olugmasin1 saglayan
enzimdir. Siiperoksit radikalinin serbest radikal zincir reaksiyonlarmin gii¢li
baslaticilarindan oldugu g6z 6niinde bulunduruldugunda, SOD tarafindan bu radikalin
temizlenmesi  viicudun oksidatif strese karst olusturdugu primer savunma
mekanizmalarindan biri olarak kabul edilir [50, 52]. SOD’nin farkli tipleri mevcuttur
ozellikle mitokondri yerlesimli olan SOD2’nin yerlesim yeri itibariyle antioksidan
savunma sisteminin ilk basamaginda yer aldigi, antitimdral etkilerinin oldugu ve yiiksek
konsantrasyonlarda sentezlendiginde timor olusumunu baskilayici etki gdsterip insanlarda

kanser biiylimesinin Oniine gegtigi bildirilmistir [53-55].

GSH-Px hiicre i¢inde mitokondri ve sitozolde bulunan ve peroksizomlarin disinda olusan
H202’nin iiretimini ortadan kaldirmakla gorevli olan antioksidan enzimdir. H202’yi
parcalayarak hiicreleri oksidatif hasara karsi korumaktadir ve antioksidan savunma

sisteminin en 6nemli mekanizmalarindan birini olusturur [50, 52].

CAT ise hiicre icinde esas olarak peroksizomlarda bulunan ve H2O2’nin su ve oksijene
parcalanmasini saglayan antioksidan savunma sisteminin dnemli parcalarindan biridir. Bu
enzim peroksizomlarin fazlaca bulundugu karaciger, bobrek gibi organlarda daha ¢ok

bulunmakta ve fonksiyon gérmektedir [50, 52, 56].

2.5. Kimyasal Karsinojenler

Kanser olusumunun temelini genetik hasar olusturur. Genetik hasara neden olan
karsinojenik faktorlerden biri de kimyasal karsinojenlerdir. Dogrudan ve dolayli etki
mekanizmalar1 ile g¢alisan ¢esitli kimyasal karsinojenler mevcuttur. Bunlar arasindan
dogrudan etki gosteren karsinojenler metabolize edilmeden kanser olusturabilmektedir. Bu
gruptaki kimyasallar genellikle zayif karsinojenlerdir. Dolayli etki gdsteren karsinojenler
ise karsinojenik etki gosterebilmeleri i¢in metabolize olmasi gereken kimyasallardir.
Bunlarin arasinda polisiklik ve heterosiklik hidrokarbonlar (benzo(a)piren, DMBA),
aromatik aminler (2-naftilamin) gibi kimyasal bilesikler vardir. Hidrokarbonlarin
cogundaki aktif iiriinlerin hiicre icinde DNA, RNA (ribonokleik asit) ve protein yapilarina
baglandigi bilinmektedir [57].
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DMBA giiclii bir prokarsinojen olup hayvan calismalarinda siklikla kullanilan bir ajandir.
Dogal iiriin ve sentetik ajanlarin kemopreventif etkilerinin degerlendirildigi pek ¢ok
calismada bukkal mukoza, meme ve cilt kanseri modeli olusturmada kullaniimistir.
DMBA, karsinogenez mekanizmasina kronik inflamasyon olusturarak, fazla miktarda ROT
aciga cikmasina neden olarak, antioksidan savunma mekanizmalarina zarar vererek ve
detoksifikasyon ajanlar1 {izerinde etki gostererek katkida bulunur [9, 12, 20, 58].
Detoksifikasyonda gorevli faz 1 ve faz 2 enzimleri vardir. DMBA o6ncelikle faz 1 enzimleri
tarafindan metabolize edilir, boylelikle DNA ile kovalent baglar olusturabilen aktif
metabolitler ortaya cikar. Faz 2 enzimler ise ortaya ¢ikan bu reaktif metabolitlerin inaktif
metabolitlere donilisiimiinde gorevlidir. DMBA’nin metabolize edilmesi esnasinda fazla
miktarda ROT aciga ¢ikmaktadir. Bu ROT lipit peroksidasyonuna neden olarak hiicre
icinde protein, lipit ve DNA hasarma neden olmaktadir [59].

2.6. Kanserin Onlenmesinde Kullanilan Bitkisel Kaynakh Uriinler

Suresh ve ark. 2010 yilinda zencefilin iginde bulunan 6-paradol bilesiginin DMBA ile
olusturulan hamster bukkal kese karsinogenezi tizerindeki kemopreventif ve antioksidan
etkinligini degerlendirmek icin bir calisma yapmistir. Calisma sonucunda serbest radikal
giderici 6zelligi bulunan 6-paradol bilesiginin oral karsinogenezi dnleyici potansiyele sahip
oldugu bulunmustur [9]. Srinivasan ve ark.’nin 2008 yilinda yaptiklari bir ¢alismada 4-
nitrokinolin-1-oksit ile kanser olusturulan ratlarda yesil ¢ay polifenollerinin kemopreventif
ve terapotik etkinligi degerlendirilmis ve calisma sonucunda karsinogeneze katkida
bulunan enzimlerde azalma goriiliirken detoksifikasyona yardimci enzimlerde artis
gozlenmigtir [18]. Baskaran ve ark. 2018 yilinda krizantem g¢igeginden elde edilen
partenolit adli kimyasalin DMBA uygulanan hamsterlar {izerindeki etkilerini
degerlendirmisler ve partenolit tedavisinin giiclii antioksidan, antikanser ve apoptotik
etkiler gosterdigini bildirmislerdir [60]. Yine 2018 yilinda Vinoth ve ark.’in vanilik asit ile
yaptiklari oral kanser calismasinda vanilik asidin kanserli hayvanlarin karacigerinde faz 1
ve faz 2 enzim seviyelerini yiikselttigi bildirilmistir [61]. Literatiirde bunlar gibi pek ¢ok
kemoprevensiyon ¢aligmasina rastlamak miimkiindiir. Bu gibi antioksidan etkinligi yliksek
olan bitkilerle yapilan ¢alismalarin sayis1 gitgide artmakta ve umut vadedici sonuglar elde
edilmektedir [15-17]. Bu ¢alismada kullanilan H. perforatum da pek ¢ok yararli 6zelligi

oldugu bilinen, bu alanda da pozitif etkiler gosterecegi diisiiniilen bir bitkidir.
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2.6.1. H. perforatum (Sar1 kantaron)

H. perforatum diger adiyla sar1 kantaron, diinya iizerinde 400’den fazla tiirii olan
Hypericum familyasina mensup bir bitkidir. Avrupa, Asya, Kuzey Afrika, Kuzey Amerika,
Yeni Zelanda ve Avustralya gibi pek ¢ok iilkede yetistigi bilinmektedir [23]. Cok yillik
otsu bir bitkidir, boyu ortalama 1 metreye kadar ulasir. Bitkinin en tepesinde uzunca oval
yapraklar1 ve sar1 ¢igekleri vardir (Resim 2.1.). Yapraklarinda yag igerikli 151k gecirgen
benekler bulunur. Cigekleri ezildiginde kirmizi renkli siv1 agiga ¢ikarir [62, 63].

Resim 2.1. Sar1 kantaron bitkisi

Son yillarda H. perforatum’dan elde edilen {irlinlerin kullaniminda ciddi bir artis
goriilmekte olup diinya iizerinde medikal amagli en ¢ok kullanilan bitkiler arasinda yerini
almigtir. Cilt yaralari, egzama, yaniklar, gastrointestinal sistem ile ilgili sorunlar ve

psikolojik bozukluklarda genis bir kullanim alan1 bulmaktadir [22].

H. perforatum‘un milattan 6nce 5. yiizyilldan beri yara iyilestirici olarak kullanilmakta
oldugu bildirilmektedir. Ge¢gmisten giliniimiize pek c¢ok farkli kiiltiirde, yara iyilestirici,
ditiretik, Oksiirik ilaci, ates diisliriici, antiseptik, hemostatik, zehirli hayvan
1isirik/sokmalarina karsi ilag, tilser ilaci, gastrointestinal sistem hastaliklarina karsi ilag ve

histeri depresyon gibi psikolojik bozukluklara kars1 ilag olarak kullanilagelmistir [22].
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H. perforatum, son 30-40 yil iginde farmasdtik oneme sahip ilag 6zelligi olan bitkiler
listesine girmis ve pek ¢ok klinik ve laboratuvar ¢aligmaya konu olmustur. Bu ¢aligmalarda
bitkinin 6nemli fizyolojik, kimyasal, farmakolojik ve farmakokinetik 6zellikleri oldugu
bildirilmistir. Yapisinda pek ¢ok farkli kimyasal bulunmaktadir. Son yillarda yapilan
caligmalarda Dbitkinin antidepresan, antikanser, yara iyilestirici, antibakteriyel,
antiinflamatuar, antifungal, antimikobakteriyal ve antiviral Ozellikleri iizerinde

yogunlasilmistir [22, 23, 62].

H. perforatum’un icerigindeki kimvasallar ve ozellikleri

H. perforatum bitkisinin olduk¢a kompleks bir yapist vardir. Bu bitki iizerinde yapilan
caligmalarda, bitkinin hidroalkolik ekstrelerinin igeriginde naftodiantronlar (hiperisinler,
psodohiperisinler), biflavonlar, flavonoidler (kaempferol, luteolin, mirisetin, kuersetin,
hiperin, rutin, kuersitrin, izokuersitrin), fenolik bilesikler (hiperforinler), fenilpropanlar
(kumarik asit, kafeik asit, klorojenik asit, ferulik asit), esansiyel yaglar, proantosiyanidinler
(tanenler), ksantonlar ve aminoasitler gibi aktif bilesenler bulunur [22, 63, 64]. H.
perforatum’un; igeriginde bulunan hiperforin, hiperisin, kuersetin ve klorojenik asit
bilesenleri araciligiyla antiproliferatif 6zellik gosterdigi ve bu etkinin bazi kanserli hiicre
dizileri {izerinde antiproliferatif ve sitotoksik etki olusturdugu bildirilmistir. Bitki
icerigindeki bu bilesiklerin meme kanseri, kolon kanseri, malign melanom, skuamoz
hiicreli karsinom, kronik miyeloid 16semi ve lenfoma hiicre dizileri iizerinde
proliferasyonu onleyici etki gosterdigi ve bu nedenle umut vadeden bir antikanser ajan
olabilecegi diistiniilmektedir [65-68]. H. perforatum’un igerigindeki bilesenler arasinda en
onemlileri hiperisin ve hiperforindir. Hiperforin siklikla bitkinin antidepresan 6zelligi ile
iliskilendirilen lipofilik bir bilesendir. Seratonerjik, noradrenerjik, dopaminerjik, kolinerjik
ve opioid aktiviteye sahip olduguna ve antibakteriyel etkisi olduguna dair aragtirmalar
mevcuttur [22, 23]. Hiperforinin ayn1 zamanda kanserli hiicre dizileri {izerinde sitotoksik
etki gosterdigi distiniilmekte ve bu etki apoptoz mekanizmasiyla agiklanmaktadir [65].
Schempp ve ark. hiperforinin apoptozun erken evrelerini indiikledigini bildirmislerdir [67].
Hiperisin gii¢lii floresan kirmizi bir pigment olup, timor hiicrelerinde apoptoza neden
oldugu bilinmektedir [22, 23]. Hiperisinin de kanserli hiicre dizileri {izerinde
antiproliferatif etki gosterdigi ve bu etkinin de apoptoz aracilifiyla gerceklestigi
bildirilmistir [65]. Hiperisinin hiicre sinyalizasyonu iizerinde ¢ok yonlii etkileri oldugu

bilinmektedir. Tiimoér nekrozis faktor-a (TNF-a) aracili niikleer faktor-xkf (NF-xf)
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aktivasyonu yaptigi, epidermal biiylime faktdr reseptorii olan tirozin kinazi, insiilin
reseptorlerini ve protein kinaz C’yi inhibe ettigi ve prostoglandin-E2 ve interlokin 6
sentezini azalttig1 bildirilmistir. Bu bahsedilen hiicre sinyalizasyon mekanizmalar1 bitkinin
antiinflamatuar ve antitimoral etkinligi ile iliskilidir [69]. Diger bir bilesen olan
flavonoidlerin antimikrobiyal, antiinflamatuar, analjezik, antialerjik, sitotoksik ve
antioksidan aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. Bitkinin yapisinda bulunan
proantosiyanidinlerin ise antioksidan, antiviral ve antimikrobiyal etkilere katkida
bulundugu diisiiniilmektedir. Bitkinin icerigindeki esansiyel yaglarin ve flavonoidlerin de

antifungal etkilerden sorumlu oldugu diistiniilmektedir [22, 23].

H. perforatum’un antioksidan 6zelligi ve etki mekanizmasi

H. perforatum’un igerigindeki kimyasallar nedeniyle pek ¢ok yararli etkiye sahip oldugu
bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda H. perforatum’un antioksidan etkinliginden sorumlu
olan kimyasallarin agirlikli olarak flavonoidler oldugu bildirilmistir. Bu bilesiklerin
selasyon yapici, hidrojen verici ve singlet oksijeni sondiiriicii antioksidan o6zellikleri
oldugu bilinmektedir. H. perforatum’un igeriginde bulunup bu bitkinin antioksidan
ozelligine esas katkida bulunan flavonoidlerin kuersetin aglikon ve kuersetin glikozitleri

(izokuersetin, rutin, kuersitrin,) oldugu bildirilmistir [70].

H. perforatum’un giivenilirligi ve yan etkileri

H. perforatum ekstresi bitkinin sap, tohum, ¢icek, yaprak gibi kisimlar1 kullanilarak elde
edilebilmektedir ve bitkinin farkli kisimlarindan elde edilen bu iiriinlerin pek ¢ok kozmetik
ve terapotik lirlinlin  kompozisyonuna dahil oldugu bildirilmistir. Yapilan giivenlik
analizinde H. perforatum’un gesitli kisimlarindan elde edilen ekstrelerin i¢inde bulundugu
kozmetik ve terapdtik iriinlerin giivenli bulundugu bildirilmistir [71]. Bununla birlikte
Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (U.S. Food and Drug Administration (FDA)) tiim bitkisel
kaynakli triinlerin dikkatli kullanim gerektirdigi konusuna deginmektedir. Piyasadaki
ilaclarin siki incelemeye maruz kaldigini, yan etkilerinin ve ilag etkilesimlerinin
prospektiislerinde yazdigin1 ama bitkisel kaynakli iirlinlerin yan etkilerinin tam olarak

bilinmedigini, dolayisiyla daha dikkatli kullanilmasi gerektigini bildirmistir [68, 72].



21

3. GEREC VE YONTEM

Bu calismaya Gazi Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul
Baskanligi’nin 09.05.2017 tarih ve 66332047-604.01.02- sayil1 izni alinarak baglanmistir
(G.U.ET-17.033). Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir (03/2017-15).

Calismanin in vitro kismi Mugla Sitki Kogman Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii’nde ve Gazi Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali’nda yapilmistir. Calismanin in vivo deneysel kismi1 Gazi Universitesi Laboratuvar
Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi’'nde (GUDAM), histopatolojik
ve immiinohistokimyasal incelemeler Hacettepe Universitesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali’nda, biyokimyasal incelemeler ise Ankara Universitesi Tibbi Biyokimya

Anabilim Dali’nda yapilmstir.
3.1. Bitkinin Elde Edilmesi

Mugla Bolgesi’nde dogal olarak yayilis gosteren H. perforatum orneklerinin toprak istii
kisimlar1 ¢igceklenme doneminde toplanmis (Mayis-Haziran 2017) ve oda sicakliginda
kurutulmustur. Kurutma islemi tamamlaninca toz haline getirilmis ve daha sonra

incelenmek tizere uygun kosullarda saklanmustir.
3.2. Ekstraksiyon

Kurutulmus ve toz haline getirilmis bitki 6rnekleri (25 g) %99,9’luk etanol (Merck) (300
ml) ile Soxhlet aparati kullanilarak ekstrakte edilmistir. Son ekstre renksiz olana kadar
(yaklasik 3-4 saat) ekstraksiyon islemine devam edilmistir. Elde edilen ekstrelerin etanol
icerigi evaporatdrde uzaklastirllmis ve kuru ekstreler kapakli, koyu renkli cam siselere

alinarak +4°C’de saklanmustir.

In vitro antioksidan aktivite testleri igin ekstre dilisyonlart %99,9’luk etanol ile
hazirlanmistir. In vivo ¢alisma igin 6nce 10 mg’lik H. perforatum ekstresi 1 ml etanolde
(%99,9) ¢coziilmiistiir (10 mg/ml konsantrasyon). Daha sonra 1 ml gliserol eklenmis ve

etanol icerigi buharlastirilarak uzaklastinlmigtir. Bu sekilde gliserolde 10 mg/ml
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konsantrasyonda H. perforatum ekstresi elde edilmistir. Elde edilen ekstre soliisyonlari

steril opak siselerde buzdolabinda +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.3. Toplam Fenolik Madde Miktarmmin Belirlenmesi

Toplam fenolik madde konsantrasyonu Folin & Ciocalteau reaktifi (FCR) kullanilarak mg
gallik asit esdegeri (GAE) olarak belirlenmistir [73, 74]. Alkolik ekstrenin 1 mg/ml’lik
diliisyonundan 200’er pl alinmig ve iizerine 100’er pul FCR eklenip 3 dakika beklenmistir.
Sonra %35°lik Na2COz’ten 2 ml eklenmis ve 2 saat bekledikten sonra 760 nm’de absorbans
Olctimii alinmistir. Gallik asit standart grafiginin denkleminden yararlanilarak ekstredeki

toplam fenolik madde miktar1 hesaplanmaistir.

Fenolik bilesik icerigi ekstrenin her mg’inda pg gallik asit esdegeri (ug GAE/mg ekstre)
olarak belirlenmistir. Bu deger, y = 0,0094x + 0,0844, R, = 0,9642 kalibrasyon egrisini

temel alan lineer denklem kullanilarak hesaplanmistir. Tiim 6l¢iimler 3 paralel yapilmistir.

3.4. DPPH Serbest Radikal Giderim Aktivitesinin Belirlenmesi

Ekstrenin antioksidan aktivitesi stabil olan 1,1-difenil-2-pikril hidrazil (DPPH) serbest
radikali ile reaksiyona girebilme yetisi temel alinarak belirlenmistir [75]. Ekstrenin 50 pl’si
(etanolde 10, 5, 1, 0,1 ve 0,01 mg/ml konsantrasyonda) etanoldeki 5 ml’lik DPPH
soliisyonuna (%0,004) eklenmistir. Tiim Ornekler oda sicakliginda 30 dakika inkiibe
edildikten sonra 517 nm’de absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Tiim Ol¢timler 3 paralel yapilmistir.
DPPH serbest radikalinin %50’sinin giderilmesi i¢in gerekli olan 6rnegin konsantrasyonu
(ICs0) belirlenmistir. a-tokoferol ve askorbik asit pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

Serbest radikal giderim aktivitesi asagidaki formiile gére hesaplanmistir.

% Inhibisyon = (Akontrol — Asmek /Akontro) X100
Axontrol: kontrol reaksiyonunun absorbansi,

Aémek: test 0rneginin absorbansi.
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3.5. p-Linoleik Asit Metodu Kullamlarak Toplam Antioksidan Aktivitenin

Belirlenmesi

Ekstrenin toplam antioksidan aktivitesi [B-karoten-linoleik asit yontemi kullanilarak
belirlenmistir [76]. 0,5 mg B-karoten 1 ml kloroform igerisinde ¢6ziilmiis ve 25 pl linoleik
asit ile 200 mg Tween 40 (polioksietilen sorbitan monopalmitat) ilave edilerek
karigtirilmistir. Ardindan karisimdaki kloroform vakumlu evaporator kullanilarak tamamen
uzaklastirilmis ve iizerine, 30 dakika boyunca oksijenlenmis 100 ml distile su eklenerek
kuvvetlice c¢alkalanmistir. Bu reaksiyon karisimindan tiiplere 1600’er pl aktarilmis ve
ekstrenin seri diliisyonlarindan (10, 5 ve 1 mg/ml) 400’er ul eklenmistir. Kontrol olarak
alkol, pozitif kontrol olarak a-tokoferol ve askorbik asit kullanilmistir. 0. saat 6lgtimii ile

birlikte saat bas1 450 nm’de absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.

Bu siire igerisinde tiipler 50°C’de inkiibasyona birakilmis ve kontroliin absorbans degeri
0,1 OD civarina diistigiinde inkiibasyon sonlandirilmistir. [-karoten-linoleik asit

yontemine gore antioksidan aktivite asagidaki formiil ile hesaplanmaistir.

AA= [(Rkontrol-Rsmek)/Rkontrol)] X 100
AA: Antioksidan aktivite (%)

R=In (a/b)/t

In: Dogal logaritma

t: Son dl¢lim i¢in gegen siire

a: 0. saatteki absorbans degeri

b: Son saatteki absorbans degeridir.

Tiim 6l¢timler 3 paralel yapilmistir.

3.6. Deney Gruplar

Calismada ortalama 250-300 gr agirh@inda, 2,5-3 aylik, 30 adet, Wistar cinsi erigkin, erkek
rat kullanilmistir. Deney hayvanlari, GUDAM’dan temin edilmistir. Calisma siiresince
bakimlart GUDAM’da yapilmistir. Calisma ortamia alismalar agisindan hayvanlar 1
hafta siireyle herhangi bir igleme tabi tutulmadan bekletilmistir. Biitiin deney hayvanlarinin
bakimlari ayni oda igerisinde, her kafese 3-4 adet rat yerlestirilerek yapilmistir. Ratlar 12
saatlik aydinlik/karanlik dongiisii altinda, 21-24°C’de, %30-40 nem oranmna sahip
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odalarda, standart polikarbonat kafeslerde muhafaza edilmistir. Calisma siiresince ratlar,

standart kuru pelet yem ve su ile beslenmistir.

3.6.1. Kullanilan malzemeler

Bu calismada agiz i¢i patoloji olusturmasi amaci ile DMBA (Sigma-Aldrich, Milwaukee,
WI, USA) kullanilmistir (Resim 3.1.). Daha 6nce yapilan benzer hayvan calismalarinda
kullanilan protokollere gore DMBA %0.5 oraninda likit parafin ile seyreltilmistir [77].
DMBA oda sicakliginda, 151k gérmeyen raflarda saklanmistir.

Resim 3.1. Calismada kullanilan prokarsinojen ajan 7,12-dimetilbenz(a)antrasen

Deney hayvanlarinda olusturulan oral patolojilerin tedavisi amaciyla 10 mg/ml

konsantrasyonda hazirlanmis H. perforatum ekstresi uygulanmustir.

3.6.2. Deneysel ¢calisma ve kontrol gruplari

Calismada denek olarak kullanilacak 30 adet Wistar rat dort gruba ayrilmistir. Bunlardan

birincisi kontrol grubu, digerleri deney gruplar1 olarak belirlenmistir. Gruplar, kontrol
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grubunda 6, deney gruplarinda 8’er hayvan olacak sekilde ayrilmistir. Deney siiresi 16

hafta olarak belirlenmistir.

1. grup (Kontrol grubu) (n=6): Bu gruptaki ratlarin sol yanak mukozasina 16 hafta
boyunca haftada 3 kere birer giin arayla (pazartesi, carsamba, cuma) yalnizca sivi parafin

uygulanmistir.

2. grup (DMBA grubu) (n=8): Bu gruptaki ratlarin sol yanak mukozasimna 16 hafta
boyunca haftada 3 kere birer giin arayla (pazartesi, carsamba, cuma) sivi parafin iginde

%0,5°1ik konsantrasyonda ¢oziindiiriilmiis DMBA uygulanmastir.

3. grup (HP+DMBA grubu) (n=8): Bu gruptaki ratlarin sol yanak mukozasina 16 hafta
boyunca haftada 3 kere birer giin arayla (pazartesi, ¢garsamba, cuma) sivi parafin iginde
%0,5’lik konsantrasyonda ¢oziindiiriilmiiy DMBA ve arada kalan gilinlerde (sali,

persembe) H. perforatum ekstresi uygulanmustir.

4. grup (HP grubu) (n=8): Bu gruptaki ratlarin sol yanak mukozasina 16 hafta boyunca
haftada 2 kere birer giin arayla (sali, persembe) H. perforatum ekstresi uygulanmustir.

3.6.3. DMBA ve H. perforatum ekstresi uygulama protokolii

Islemler esnasinda deney hayvanlarina herhangi bir anestezi uygulamasi yapilmamuisgtir.
DMBA likit parafin kullanilarak seyreltilmis ve %0,5’lik DMBA ¢ozeltisi elde edilmistir.
DMBA ¢ozeltisi 4 numarali sulu boya fircasi kullanilarak hayvanlarin sol yanaklarina
sirilmistir. H. perforatum ekstresi de DMBA uygulamasina benzer sekilde

uygulanmistir (Resim 3.2.).

Hayvanlara 16 hafta boyunca uygulama yapilmistir. DMBA grubundaki her bir hayvana
haftada 3 kere olacak sekilde toplamda 48, HP grubundaki her bir hayvana haftada iki
kere olacak sekilde toplamda 32 ve HP+DMBA grubundaki her bir hayvana haftada 3
kere DMBA, 2 kere H. perforatum ekstresi olacak sekilde toplamda 80 uygulama

yapilmistir.
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3.6.4. Sakrifikasyon

16 haftalik deney siiresinin sonunda hayvanlara %10’luk Ketamin (45 mg/kg Ketasol,
Interhas, Ankara, Tiirkiye) ve %2’lik Ksilazin (5 mg/kg, Alfazyne, Egevet, izmir,
Tirkiye) intraperitoneal olarak enjekte edilmis, hayvanlarda yeterli derinlikte anestezi

saglandiktan sonra intrakardiyak kan alinarak sakrifiye edilmistir.
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Resim 3.2. (a) Uygulamalarda kullanilan 4 numarali sulu boya fir¢asi ve Onceden
hazirlanmig H. perforatum ekstresinin muhafaza edildigi Eppendorf tiipii, (b)
Deney hayvaninin agzina firga ile yapilan uygulama

3.7. Histopatolojik Yontem

Ratlarin materyal uygulanan sol yanak mukozasindan doku Ornekleri alinmistir.
Hayvanlarin sol yanak mukozasi orbita tabanindan alt ¢ene sinirina kadar diseksiyon
yapilarak ¢ikarilmig (Resim 3.3) ve biyokimyasal incelemeler i¢in bir kismi ayrildiktan

sonra kalan doku pargasi sivi nitrojende (-196°C) dondurulmustur. Kriyomikrotom
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kullanilarak dondurulmus dokudan 5 pm kalinlikta kesitler alinmistir. Alinan kesit
orneklerinin epitelleri hizli hematoksilen - eozin boyamas1 yapilarak degerlendirilmistir. 5
um kalinligindaki kesitler dnce %80 alkol ile bir dakika fikse edilip ardindan distile su ile
yikanmugtir. Ornekler bir dakika hematoksilen boyasinda tutulup ardindan akar suda iyice
yikanmistir. Sirasiyla %95 ve %80 alkollere batirilip ¢ikarildiktan sonra eozin ile 30 saniye
boyama yapilmistir. Tekrar seri alkollere (sirasiyla %95, %80, %80) batirilip ¢ikarilan
ornekler, bir dakika ksilen i¢inde tutulup ardindan iizeri lamel ile kapatilmistir. Orneklerin
degerlendirmesi Leica DMR (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany) i1sik
mikroskobuyla x40 ve x100 biiyiitme objektiflerinde yapilmistir. Kesitlerin fotograf
cekimleri de Leica Application System (LAS Version 4.2.0, Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Germany) programi kullanilarak yapilmis, x400 ve x1000 biiylitmede goriintiiler

elde edilmistir.

Resim 3.3. Deney hayvanindan ¢ikarilan sol yanak mukozasi drnegi

Epitelin histopatolojik degerlendirmesi i¢in Speight tarafindan bildirilen DSO’niin oral
epitelyal displazi siiflamasi [6] baz alinarak 6 dereceli bir skorlama yapilmis, epitelin

yapisi ve hiicre yapisi géz oniinde bulundurulmustur (Cizelge 3.1.).
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Cizelge 3.1. Histopatolojik skorlama kriterleri

Skor Hiicre yapisi Epitel yapisi
Normal epitel (0) Degisiklik yok Degisiklik yok
Hiperplazi (1) Degisiklik yok Normal matiirasyon olmakla

birlikte epitelde kalinlagsma ve

hiperkeratoz

Hafif displazi (2) Epitel alt 1/3 kisminda Epitel alt 1/3 kisminda
hiicre ve ¢ekirdek kalinlagma, hiicre
sekillerinde yonelimlerinin bozulmasi
farklilagsmalar

Orta siddette displazi (3) | Epitel orta 1/3’lik Epitel orta 1/3’liik kismina
kismina kadar hiicre ve kadar hiicre sayisinda artma,
¢ekirdek sekillerinde epitelin kalinlagmasi, hiicre
farklilagmalar yonelimlerinin tamamen

bozulmasi

Siddetli displazi (4) Epitelin tam kat hiicre Bozulmus epitel yapisina ek
yapisinin bozulmasi olarak bazal laminadan lamina

propriaya atipik hiicrelerin gog

etmesi

Karsinoma in situ (5) Tiim degisiklikler mevcut | Tam kat yapisal degisiklikler

ve katmanlarin bozulmasi

3.8. Immiinohistokimyasal Yontem

Immunohistokimyasal inceleme i¢in boyama dncesinde kesitler -20°C’deki aseton ile 10
dakika fikse edilerek oda 1sisinda kurutulmustur. Ardindan 6rnekler %0,3’lik H2O; ile 10
dakika muamele edilmistir. Bunu takiben fosfat tamponlu salin ile 3 kere 5 dakika siire ile
yikanmistir (biitlin yikama asamalarinda fosfat tamponlu salin kullanilmistir). Yikama
sonrasinda 10 dakika siire ile Orneklere serum blokaj1 yapilmistir. Bu hazirlhik
asamalarindan sonra Orneklere 1’er saat siireyle, daha Onceden belirlenen
konsantrasyonlarda SOD (1/100), CAT (1/100), VEGF (vaskiiler endotelyal biiyiime
faktori) (1/100) ve MMP-9 (1/100) primer antikorlari uygulanmistir. SOD ve CAT

antikorlart ayn1 isimli antioksidan enzimlerin antijenlerine yonelik olarak kullanilmigtir.
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VEGF antikoru kanserdz degisiklikler esnasinda ortaya ¢ikan anjiogenezin tespit edilmesi,
MMP-9 antikoru ise tiimdr invazyonu veya metastaz varligmin belirlenmesi amaciyla
kullanilmigtir. Antikor uygulamasi bittikten sonra fosfat tamponlu salin ile yikama
yapilmis ve oda sicakliginda 20 dakika siireyle 1/2000 konsantrasyonda biyotinli sekonder
antikor  (Thermoscientific  UltraVisionDetection System  Anti-Polyvalent, HRP)
uygulanmistir. Sekonder antikor uygulamasi sonrasinda tekrar yitkama yapilmis ve kesitler
20 dakika siireyle peroksidaz soliisyonu ile muamele edilmistir. Kesitlere kromojen olarak
3-10 dakika siireyle 3,3'-diaminobenzidin (DAB) damlatilmistir. DAB ile boyanan kesitler
ardindan distile su ile 5 dakika siire ile ii¢ defa yikanmig ve bu islemi takiben 40 saniye
stireyle hematoksilen ile boyanmistir. Sirasiyla 80, 96, 96 derece oranlarinda etil alkoller
ile dehidratasyon yapilmis ve ksilen ile 10 dakika seffaflandirma uygulanmistir. Ksilen
sonrast kesitlerin iizeri kanada balzami ile yapistirilan lamel ile kapatilmistir. Kesitler
Leica DM 6000B trinokuler upright aragtirma mikroskobu ile incelenmistir ve DC 490

renkli dijital kamera ile x400 biiyiitmede goriintiiler elde edilmistir.

Deney dokularinin, uygulanan antikorlara cevabin1i immiinohistokimyasal olarak
degerlendirmek  i¢in  semikantitatif  bir  skorlama  sistemi  kullanilmistir.
Immiinohistokimyasal olarak pozitif boyanma kriteri dokuda kahverengi tonlarinda
goriilen hiicrelerdir. Dokunun antikorlara verdigi yanit1 degerlendirmek icin kullandigimiz
skorlama sisteminde rastgele secilen bes ayr1 alanda pozitif boyanma gdsteren hiicrelerin
bu alandaki boyanmamis hiicrelere yiizde olarak oranlarinin ortalamasi esas alinmistir. Her
ornek icin sonug deger rastgele secilmis bes alanin ortalama degeri olarak hesaplanmustir.

Bu degerlendirmede pozitif boyanmis hiicrelerin yiizdesine bakilarak;

Boyanma orani <%5 olan 6rnekler 0 (negatif boyanma)
Boyanma oran1 %5-25 arasinda olanlar 1 (hafif reaksiyon)
Boyanma oran1 %25-50 arasinda kalanlar 2 (orta siddette reaksiyon)

Boyanma orani >%50 olan 6rnekler 3 (siddetli reaksiyon) seklinde skorlanmistir.

Skorlama kriterleri belirlenirken 6rneklerin boyanma paternleri ve bu alanda yapilmis
deney raporlar1 ve derlemeler dikkatle incelenmis [78, 79] ve calismaya Ozgii olarak

belirlenmistir.
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3.9. Biyokimyasal Yontem

Biyokimyasal incelemelerde kullanilmak iizere sakrifikasyon esnasinda intrakardiyak kan
almmistir. Alman kan Orneklerinin serumlar1 ayrilmis ve ¢alisilana kadar -80°C’de
saklanmistir. Ratlarin materyal uygulanan sol yanak mukozasindan alinan ve biyokimyasal
incelemeler i¢in ayrilan doku 6rnekleri Eppendorf tiiplere konulmus ve hizli bir sekilde -
20°C’ye alinmstir. Ornekler, doku homojenizasyonu yapilana kadar -80°C’de muhafaza
edilmistir. Doku analizleri i¢in -80°C’den c¢ikarilan orneklerin ¢6ziilmesi beklenmis ve
serum fizyolojik i¢inde (%20 w/v) homojenize edilmistir. Elde edilen doku homojenatlari
5000 devir/dakika’da, 30 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda elde
edilen siipernatan kisimlart biyokimyasal analizler i¢in kullanilmistir. Calismada analizi
yapilan parametrelerden SOD, CAT, GSH-Px enzim aktiviteleri; Orneklerdeki
malondialdehit (MDA), total antioksidan durum (TAS) seviyeleri serum ve doku
orneklerinde ¢aligilmistir. Bunlarin yani sira, hayvanlardan elde edilen serum 6rneklerinde
total oksidan durum (TOS) seviyesi, karaciger fonksiyon testleri (ALT (alanin
aminotransferaz), AST (aspartat transaminaz)) ve bobrek fonksiyon testleri (BUN (kan iire

nitrojeni), kreatinin) 6lgilmiistiir.

SOD Enzim Aktivitesi: Ratlarin serum ve yanak dokusunda calisilmistir. Bu yoOntem,
ksantin-ksantin oksidaz sistemi tarafindan olusturulan siiperoksit radikalinin SOD enzimi
tarafindan ortadan kaldirilamadiginda ortamda bulunan nitroblue tetrazolium (NBT)
bilesiginin indirgenmesi temeline dayanir. Indirgenmis, NBT 560 nm dalga boyunda en
uygun absorbansi veren menekse rengi olusumuna neden olur. Ortamda SOD aktivitesi
varliginda bu renk olusumu 6nlenecektir. Buna gore SOD enzim aktivitesi (1 U), NBT nin

indirgenmesini %50 inhibe eden enzim miktar1 olarak tanimlanmustir [80, 81].

GSH-Px Enzim Aktivitesi: Ratlarin serum ve yanak dokusunda calisilmistir. Bu yontem
GSH (indirgenmis glutatyon) ile H2O2’in GSH-Px enziminin etkisiyle su ve GSSG’ye
(yiikseltgenmis glutatyon) ¢evrilmesini takiben GSH rediiktaz enziminin GSSG miktarina
bagli olarak NADP’nin (nhikotinamid adenin diniikleotit fosfat) indirgenmis hali olan
NADPH’1 okside etmesi temeline dayanir. Reaksiyonda GSSG olustugu siirece NADPH
yiikseltgenerek NADP’ye doniisiir. Spektrofotometrik olarak 340 nm dalga boyunda
NADPH absorbansinin diismesinin takibiyle GSH-Px aktivitesi belirlenir [82].
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CAT Enzim Aktivitesi: Ratlarin serum ve yanak dokusunda ¢aligilmigtir. Bu yontem CAT
enzimi tarafindan kataliz edilen reaksiyon sirasinda H2O.’nin 240 nm dalga boyunda
verdigi absorbans degerinin azalma gostermesi ve bu azalmanin spektrofotometrik olarak
takip edilmesi temeline dayanir. Absorbans degerindeki dakikalik azalma hizi enzim

aktivitesiyle dogru orantilidir [83].

MDA Diizeyi: Ratlarin serum ve yanak dokusunda calisgtlmistir. MDA lipit
peroksidasyonunun son iiriinlerinden olup oksidasyon gostergesi olarak kullanilmaktadir.
MDA o6l¢giimiiniin temeli MDA ile tiyobarbiitirik asidin (TBA) olusturdugu pembe renkli
kompleksin 532 nm dalga boyunda verdigi absorbansin spektrofotometrik dl¢limii esasina
dayanir. MDA disindaki bazi maddeler de bu reaksiyonu verebildigi i¢in bu yontemdeki
sonuglar TBA ile reaksiyona giren maddeler (substances) anlaminda kullanilan TBARS
olarak adlandirilmaktadir [84].

TAS Olgiimii: Ratlarin serum ve yanak dokusunda calisilmistir. Rel Assay Total
Antioksidan Status Test Kiti (Mega Tip San. ve Tic. Ltd. Sti., Gaziantep, Tiirkiye)

kullanilarak spektrofotometrik olarak 6l¢tilmiistiir.

TOS Olgiimii: Ratlarin serumlarinda ¢alisilmistir. Rel Assay Total Oksidan Status Test Kiti
(Mega Tip San. ve Tic. Ltd. Sti., Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak spektrofotometrik olarak

Olgtilmiistiir.

3.10. istatistiksel Yontem

Sonuglarin istatistiksel analizi ‘SPSS 11.5 for Windows’ paket programiyla yapilmstir.

Parametrik test varsayimlar1 saglanmadiginda, tanimlayici istatistikler; dagilimi normal
olmayan degiskenler i¢in medyan (min-maks) olarak gosterilmistir. Gruplar arasinda
ortanca (medyan) degerler yoniinden farklarin 6nemliligi Kruskal Wallis Varyans Analizi
ile degerlendirilmistir. Kruskal Wallis Varyans Analizi ile ortancalarin esit olmadigi
saptandiginda “post-hoc” ¢oklu karsilastirma yontemi olarak, yamilma diizeyi asagi

cekilerek, Mann-Whitney U testi uygulanmaistir.

Parametrik test varsayimlari saglandiginda, tanimlayici istatistikler; dagilimi normal olan

degiskenler i¢in ortalama =+ standart sapma (Ort.+SS) olarak gosterilmistir. Gruplar
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arasinda ortalamalar yoniinden farklarin énemliligi ANOVA testiyle degerlendirilmistir.
ANOVA testinde, gruplar arasindaki farklilig1 hangi grubun ortaya ¢ikardigini bulabilmek

i¢in “post-hoc” testlerinden Tukey yontemi kullanilmustir.

iki nitel degisken arasindaki iliskiyi degerlendirmek igin Fisher Exact testi kullanilmistr.

Tiim degerler agisindan anlamlilik diizeyi p<0,05 kabul edilmistir.



33

4. BULGULAR

4.1. H. perforatum’un In Vitro Antioksidan Aktivitesinin Ve Toplam Fenolik Madde

Miktarmin Belirlenmesi

4.1.1. DPPH serbest radikal giderim aktivitesinin belirlenmesi

Ekstrenin DPPH radikal giderim aktivitesi 10 mg/ml konsantrasyonda %74,29 olarak
Olclilmiistir. DPPH radikal giderim aktivitesi i¢in ICsp degeri 5,01 mg/ml olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. H. perforatum ekstresinin DPPH radikal giderim aktivitesi

Konsantrasyon (mg/ml)
10 5 1 0.1 0.01 | ICso (mg/ml)
Materyal i - _J
Radikal giderimi (%)
H. perforatum ekstresi | 74,29 49,91 11,34 | 10,61 | 9,92 5,01
Askorbik asit - 94,53 - - - -
a-tokoferol - 64,85 - - - -

4.1.2. Toplam antioksidan aktivitenin belirlenmesi

Etanolik ekstrenin maksimum antioksidan aktivitesi 10 mg/ml konsantrasyonda %85,97
olarak belirlenmistir. B-karoten linoleik asit test sistemine gore belirlenen 1Cso degeri 3,39

mg/ml’dir (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. H. perforatum ekstresinin toplam antioksidan aktivitesi

Konsantrasyon (mg/ml)

10 5 1
Materyal 1 _ ICs0 (mg/ml)
Antioksidan aktivite (%)
H. perforatum ekstresi 85,97+3,58 | 60,39+5,05 | 34,52+4,68 3,39
Askorbik asit - 42,82+8,32 - -
a-tokoferol - 86,02+6,64 - -
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4.1.3. Toplam fenolik madde miktarimin belirlenmesi
Toplam fenolik madde miktart FCR kullanilarak pgGAE olarak belirlenmistir. Oncelikle

2,5-25 pg/ml konsantrasyon araliginda standart gallik asit ¢ozeltileri kullanilarak gallik asit
standart grafigi ¢izilmistir (Sekil 4.1.).

Alkolik ekstrenin 1 mg/ml’lik diliisyonundaki toplam fenolik madde miktar1 gallik asit
standart grafiginin denkleminden yararlanilarak 82,65 ngGAE/mg olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.1. Gallik asit standart grafigi

4.2. Histopatolojik Bulgular

Elde edilen orneklerden alinan kesitler gere¢ ve yontemde belirtilen 6 dereceli skorlama
kullanilarak histopatolojik olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.3.). Gruplar ve epitel
degisiklikleri arasindaki iligki Fisher exact testine gore p<0,001 bulunmustur. Gruplar ve
epitel degisiklikleri arasindaki iliski bu anlamlilik diizeyine gore yorumlanmistir. Gruplar
aras1 karsilastirmalar Kruskall-Wallis testi ile yapilmis, p<0,05 bulundugu icin gruplar
arasi ikili karsilagtirmalar Mann-Whitney U testi kullanilarak yapilmistir. Kontrol grubu,



35

orneklerde herhangi bir degisiklik bulunmamasi ve tiim 6rneklerin normal epitel yapisinda

izlenmesi nedeniyle istatistiksel analize dahil edilmemistir.

Cizelge 4.3. Calisma gruplarindaki ratlarin  yanak mukoza Orneklerinde yapilan
histopatolojik inceleme sonucunda belirlenen epitel degisiklik skorlar1

Normal Epitelyal Hafif Orta siddette Siddetli Karsinoma

Grup epitel (0) | hiperplazi (1) displazi (2) displazi (3) displazi (4) in situ (5)
n n n n n n

Kontrol
(n=6) 6 0 0 0 0 0
DMBA
(n=8) 0 0 0 1 2 5
HP+DMBA
(n=8) 0 0 5 2 1 0
HP
(n=8) 0 5 1 2 0 0

Kontrol grubu

Bu gruba ait 6 rat agiz mukozasi Orneginde, epitel ve hiicre yapisinda degisiklik

goriilmemistir (Resim 4.1.).

20 pm

Resim 4.1. Kontrol grubu orneklerinde epitel (E) normal epitel goriintimiindedir
(Hematoksilen - eozin, x1000)
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DMBA grubu

DMBA uygulanan 8 oOrnegin agiz mukozalari incelendiginde, genellikle epitelin
kalinlastigi, hiicre yapisinin ve rete peg yapilarinin bozuldugu izlenmistir. Grupta 5 drnekte
karsinoma in situ ile uyumlu, bazal laminadan lamina propriaya dogru go¢ eden, yapisi ve
oryantasyonu bozulmus, niikleer farkliliklar gosteren hiicrelere rastlanmistir (Resim 4.2.).
Iki &rnekte siddetli, bir 6rnekte orta siddette displazi gdzlenmistir (Cizelge 4.4.). Bu
sonuclara géore DMBA uygulanan grupta karsinoma in situ goriilme insidansinin diger
gruplara gore daha yiikksek olmasi klinik olarak anlamli bulunmustur. Bu grupta
histopatolojik skorlarin medyan (min-maks) degeri 5 (3-5) olarak belirlenmistir ve diger
gruplarin medyan (min-maks) degerleriyle karsilastirildiginda anlamli derecede yiiksek

bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.5.).

-

Resim 4.2. DMBA grubu 6rneklerinde rete peglerde (RP) yapisal degisiklikler, epitelin (E)
bag dokusuna dogru verdigi rete peg uzantilar1 (oklar), lamina propriyaya
dogru goc eden atipik, kromatini artmis hiicreler (yildizlar) (Hematoksilen -
eozin, x400)
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HP+DMBA grubu

HP+DMBA uygulanan gruptan alinan 8 drnek incelenmistir. 5 ornekte epitelde yapisal
degisiklik alt 1/3 liik kisimda lokalizedir, bu nedenle hafif kalinlagsma izlenmistir (Resim
4.3.). Artmis bazal hiicrelerle beraber bazi Orneklerde hiicrelerde yapisal degisimler,
niikleer farklilagmalar ve hiicresel dizilimde degisiklikler gozlenmistir. Bu grupta sadece
bir 6rnekte lamina propriaya dogru go¢ eden hiicreler izlenmistir (Resim 4.4.). 2 drnekte
orta siddette displazi, 1 6rnekte de siddetli displazi izlenmistir (Cizelge 4.4.). Bu grup
orneklerinde hi¢ karsinoma in situ goriilmemesi ve DMBA grubuna gore daha diisiik
dereceli epitelyal degisiklikler saptanmis olmasi klinik olarak anlamli bulunmustur. Bu
gruptaki orneklerin histopatolojik skor medyan (min-maks) degeri 2 (2-4)’tiir ve DMBA
grubu ile kiyaslandiginda anlamli derecede diisiik bulunmustur (p=0,029) (Cizelge 4.5.).

Resim 4.3. HP+DMBA grubu 6rneklerinde epitelde (E) bazal kisimlarda hiicre sayisinda
artma (oklar) (Hematoksilen - eozin, x1000)
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Resim 4.4. HP+DMBA grubu 6rneklerinde epitelden (E) lamina propriaya (LP) gb¢ eden
hiicreler (oklar) (Hematoksilen - eozin, x400)

HP grubu

H. perforatum uygulanan 8 adet rat agiz mukozasi Orneginde, 2 Ornekte orta siddette
displazi, epitel orta kismmna uzanan hiicre tabakalarinda artma ve hiicrelerde yapisal
farkliliklar izlenmistir (Resim 4.5.). Bu grupta iki 6rnekte uzamis rete peg yapilart dikkat
cekmistir (Resim 4.6.). Bir tane O0rnekte hafif displazi, 5 6rnekte ise sadece hiperplazik
bulgular goriilmistiir (Cizelge 4.4.). Gruplar ve epitel degisiklikleri arasindaki iligki
degerlendirildiginde, bu grupta hem DMBA hem de HP+DMBA gruplarina goére daha
diisiik dereceli epitelyal degisikliklerin sayica fazla olmasi klinik agidan anlamli olarak
degerlendirilmistir. Bu grupta incelenen drneklerin histopatolojik skor medyan (min-maks)
degeri 1 (1-3) olarak belirlenmistir ve DMBA grubu ile arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,001) (Cizelge 4.5.).
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Resim 4.5. HP grubu orneklerinde epitel (E) orta kismina kadar artmis tabakalanma
(Hematoksilen - eozin, x400) (LP-lamina propria)

Resim 4.6. HP grubu 6rneklerinde rete peg (RP) yapilarinda uzama (Hematoksilen - eozin,
x400) (E-epitel, LP-lamina propria)
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Cizelge 4.4. Calisgma gruplarindaki

ratlarin  yanak mukoza Orneklerinde
histopatolojik inceleme sonucunda belirlenen epitel degisiklik goriilme
sikliklar1 ve gruplar ve epitel degisiklikleri arasindaki iligkinin istatistiksel

yapilan

analizi
Normal Epitelyal Hafif Orta siddette Siddetli | Karsinoma .
. . . . . . . . . L Fisher
Gru epitel hiperplazi displazi displazi displazi in situ exact
P ©) 6 ) ®) @ ) o
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Kontrol
(n=6)
(Dnl\:/gA 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1(12,5) 2 (25,0) 5 (62,5)
(Fr']'i;)D MBA | 0) 0 (0) 5 (62,5) 2 (25,0) 1(12,5) 0 (0) p<0,001
l(_r:IZB) 0(0) 5(62,5) 1(12,5) 2 (25,0) 0 (0) 0 (0)
Cizelge 4.5. Calisma gruplarindaki ratlarin  mukoza Orneklerinden elde edilen
g g

histopatolojik skorlarin istatistiksel analizi ve gruplar arasi karsilastirmalarda
Mann-Whitney U testi ile elde edilen istatistiksel veriler

Grup

Histopatolojik skorlama
Medyan(min-maks)

Kontrol (n=6)

DMBA (n=8) 5 (3-5)
HP+DMBA (n=8) 2 (2-4)
HP (n=8) 1(1-3)

Mann Whitney U testi
DMBA - HP+DMBA 0,029
DMBA — HP p < 0,001
HP+DMBA — HP 0,543

4.2. immiinohistokimyasal Bulgular

Elde edilen 6rneklerden alinan kesitler gere¢ ve yontemde belirtilen 4 dereceli skorlama

kullanilarak immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.6.). Her bir

parametre icin gruplar arasi karsilastirmalarda Kruskall-Wallis testi kullanilmig, p<0,05

bulundugu durumlarda gruplar arasi ikili karsilastirmalar Mann-Whitney U testi

kullanilarak yapilmis, p>0,05 oldugu durumlarda gruplar arasi farklilik anlamli kabul

edilmemistir. Kontrol grubu, higbir Ornekte hicbir antikor i¢in pozitif isaretlenme

izlenmemesi nedeniyle istatistiksel analize dahil edilmemistir.




Cizelge 4.6. Calisma  gruplarindaki

ratlarin  yanak mukoza
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orneklerinde yapilan

immiinohistokimyasal inceleme sonucunda belirlenen antikor pozitivite
skorlar1 ve insidanslari

_ Negatif (0) | Hafif (1) | Orta siddette (2) | Siddetli (3)
Grup Antikor

n (%) n (%) n (%) n (%)
CAT 6 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Kontrol (n=6) SOD 6 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
MMP 6 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
VEGF 6 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
CAT 0 (0) 4 (50,0) 4 (50,0) 0 (0)
DMBA (1=8) SOD 3(37,5) | 4(50,0) 1(12,5) 0 (0)
MMP 2(25,0) | 6(75,0) 0 (0) 0 (0)
VEGF 4 (50,0) | 4(50,0) 0 (0) 0 (0)

CAT 1(12,5) | 6(75,0) 1(12,5) 1(12,5)

HPDMBA (n=8) SOD 1(125) | 1(125) 5 (62,5) 1(12,5)
MMP 3(37,5) | 4(50,0) 1(12,5) 0 (0)
VEGF 1(12,5) | 6(75,0) 1(12,5) 0 (0)

CAT 0 (0) 0 (0) 3(37,5) 5 (62,5)
HP (n=8) SOD 0 (0) 2 (25,0) 6 (75,0) 0 (0)
MMP 1(12,5) | 5(62,5) 2 (25,0) 0 (0)
VEGF 4 (50,0) | 4(50,0) 0 (0) 0 (0)

Kontrol grubu

Bu o6rneklerde CAT antikoru ile agiz mukozasinda pozitif isaretlenme izlenmemistir

(Resim 4.7. a, b).

Bu grup 6rneklerde SOD antikoru ile immiin isaretlenme izlenmemistir (Resim 4.8. a, b).

MMP ile immiin isaretleme yapilan 6rneklerde reaksiyon goriilmemistir (Resim 4.9. a, b).

VEGEF ile isaretlenen orneklerde lamina propriada bir tane pozitif damar gosterilmistir.

Alinan 6rneklerde zayif ve az sayida damarin boyandigr goriilmiistiir (Resim 4.10. a, b).
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Resim 4.7. CAT antikoru ile immiin isaretleme yapilan kontrol grubu kesitleri; (a) epitel
(E) ve lamina propria (LP) negatif olarak izlendi, (b) Sebase bezler (yildizlar)
negatif olarak izlendi (Immiinoperoksidaz, hematoksilen, x400)

Resim 4.8. SOD antikoru ile immiin isaretleme yapilan kontrol grubu kesitleri; (a) epitel
(E) ve lamina propria (LP) negatif olarak izlendi, (b) Sebase bezler (yildizlar)
negatif olarak izlendi (immiinoperoksidaz, hematoksilen, x400)

Resim 4.9. MMP antikoru ile immiin isaretleme yapilan kontrol grubu kesitleri; (a) epitel
(E) ve lamina propria (LP) negatif olarak izlendi, (b) Sebase bezler (yildizlar)
negatif olarak izlendi (Immiinoperoksidaz, hematoksilen, x400)
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Resim 4.10. VEGF antikoru ile immiin isaretleme yapilan kontrol grubu kesitleri; (a) epitel
(E) negatif olarak izlendi, lamina propriada (LP) bir tane pozitif damar izlendi
(0k), (b) Sebase bezler (yildizlar) negatif olarak izlendi (immiinoperoksidaz,
hematoksilen, x400)

DMBA grubu

CAT antikoru ile isaretlenmis Orneklerde sebase bezlerde niikleer ve sitoplazmik
isaretlenmeler degerlendirilmistir (Resim 4.11. a). CAT ile isaretlenmis 6rneklerde sebase
bezlerde orta ve siddetli dereceli reaksiyonlar birlikte olup, lamina propriada az sayida
pozitif graniiler hiicre izlenmistir (Resim 4.11. b). CAT ile kil folikiilleri ve epitelde
reaksiyon goriilmemistir. DMBA uygulanan grupta CAT antikoru i¢in boyanma pozitifligi
acisindan HP grubuyla arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p=0,03)

(Cizelge 4.7.).

SOD ile immiin isaretleme yapilan 6rneklerde lamina propriada graniiler hiicrelerde ve
sebase bez hiicrelerinde zayif pozitif reaksiyon izlenmekle beraber, epitelde ve kil
folikiillerinde immiin isaretlenme goriilmemistir (Resim 4.12. a). Bez hiicrelerindeki
reaksiyon graniiler hiicrelerden daha zayiftir ve bez ¢evresindeki myoepitel hiicrelerde
belirgindir (Resim 4.12. b). Diger gruplarla karsilastirildiginda SOD antikoru ile immiin
reaksiyonun hem bag dokusunda hem de sebase bezlerde siddet ve sayisinin azaldig
gbzlenmistir. Bu grupta SOD antikoru i¢in hiicre pozitifligi agisindan diger calisma

gruplariyla arasinda anlamli fark saptanmistir (p<0,05) (Cizelge 4.7.).

Ag1z mukozast MMP ile isaretlenen 6rneklerde, sebase bezlerde hiicre membraninda orta
siddette ve lamina propriada da az sayida graniiler hiicrede zayif pozitif isaretlenme

gorlilmiistiir (Resim 4.13.). Graniiler hiicreler bezlere yakin konumlanmistir. Kil
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folikiillerinde pozitif isaretlenme goriilmemistir. DMBA uygulamasi ile MMP antikoru i¢in
hiicre pozitifligi acisindan gruplar arasinda anlamli farkliliklar saptanmamistir (p>0,05)

(Cizelge 4.7.).

VEGEF ile orneklerde kil folikiilii ¢evresinde orta siddette ve lamina propriada az sayida
isaretli bag dokusu hiicresi izlenmistir (Resim 4.14. a, b). Bu gruptaki ratlara yapilan
DMBA uygulamasi ile VEGF antikoru i¢in boyanma pozitifligi a¢isindan gruplar arasinda

anlaml1 iligki bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.7.).

LA

Resim 4.11. CAT antikoru ile immiin isaretleme yapilan DMBA grubu kesitleri; (a) sebase
bezlerde niikleer (oklar) ve sitoplazmik (yildiz) isaretlenmeler, (b) epitel (E)
negatif olarak izlendi, sebase bezler (SB) ve lamina propriayadaki (LP)
graniiler hiicreler (oklar) pozitif olarak izlendi (Immiinoperoksidaz,
hematoksilen, x400)

Resim 4.12. SOD antikoru ile immiin isaretleme yapilan DMBA grubu kesitleri, (a) lamina
propriada (LP) graniiler yapida pozitif isaretlenmis hiicreler (oklar), epitel (E)
negatif olarak izlendi, (b) Sebase bezlerde (SB) pozitif hiicreler (oklar) izlendi
(Immiinoperoksidaz, hematoksilen, x400)
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Resim 4.13. MMP antikoru ile immiin isaretleme yapilan DMBA grubu kesitlerinde pozitif
isaretlenmis sebase bez (yildizlar) ve lamina propriada (LP) graniiler yapida
hiicreler (ok) izlendi (Immiinoperoksidaz, hematoksilen, x400)

Resim 4.14. VEGF antikoru ile immiin isaretleme yapilan DMBA grubu kesitleri; (a)
VEGF antikoru ile isaretlenmis kil folikiilii (F) epiteli (oklar), (b) Lamina
propriada (LP) pozitif hiicreler (oklar) izlendi (Immiinoperoksidaz,
hematoksilen, x400)

HP+DMBA grubu

CAT antikoru ile immiin isaretleme yapilan 6rneklerde epitelde ve yilizeye yakin lamina

propriada reaksiyon izlenmemistir. CAT antikoru lamina proprianin derinlerinde sebase
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bezleri diffiiz olarak ve kil folikiillerini de orta siddette pozitif olarak isaretlemistir (Resim
4.15. a, b). Bag dokusunda pozitif reaksiyon izlenmemistir. Bu grupta CAT pozitifliginin
HP grubuna gore daha az oldugu goriilmiis ve gruplar arasi farklilik anlamli bulunmustur

(p<0,001) (Cizelge 4.7.).

Bu grupta SOD antikoru ile isaretlenmis agiz mukozasinda lamina propriada kesit alaninda
birka¢ alanda diffiiz pozitif isaretlenme izlenmistir (Resim 4.16. a). Epitelin hemen altinda
az sayida ancak siddetli pozitif isaretlenmis bag dokusu hiicreleri ve orta siddette boyanmis
sebase bezler izlenmistir (Resim 4.16. b). DMBA grubu ile karsilagtirildiginda bu grupta
SOD antikoru boyanma pozitifliginde anlamli artis saptanmistir (p<<0,038) (Cizelge 4.7.).

MMP antikoru ile boyanan agiz mukozasi 0rnekleri incelendiginde lamina propriada az
sayida ve hafif boyanmis pozitif hiicre izlenmistir (Resim 4.17.). HP+DMBA uygulamasi
ile MMP pozitifligi agisindan diger gruplarla arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki
bulunmamuistir (p>0,05) (Cizelge 4.7.).

Bu grupta VEGF ile immiin isaretleme yapildiginda kil folikiilleri, sebase bez myoepiteli
ve duktuslarinin gevresindeki kiigiik damarlarda orta siddette pozitif boyanma izlenmistir
(Resim 4.18. a). Lamina propriada kiiciik damarlarda orta siddette pozitif isaretlenme
dikkati cekmistir (Resim 4.18. b). Diger gruplarla kiyaslandiginda bu grupta boyanma daha
fazla olmakla birlikte aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05)

(Cizelge 4.7.).

Resim 4.15. CAT antikoru ile immiin isaretleme yapilan HP+DMBA grubu kesitleri; (a) kil
folikiiliinde pozitif immiin isaretlenme (yildiz), (b) Sebase bezlerde (SB)
diffiiz pozitif immiin isaretlenme, lamina propriada (LP) negatif goriinti
izlendi (Immiinoperoksidaz, hematoksilen, x400)
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Resim 4.16. SOD antikoru ile immiin isaretleme yapilan HP+DMBA grubu kesitleri; (a)
lamina propriada (LP) diffiiz pozitif immiin isaretlenme, (b) Sebase bezler
(SB) ile baz1 bag doku hiicrelerinde (oklar) pozitif immiin isaretlenme izlendi
(Immiinoperoksidaz, hematoksilen, x400)

Resim 4.17. MMP antikoru ile immiin isaretleme yapilan HP+DMBA grubu kesitlerinde
lamina propriada (LP) bag doku hiicrelerinde (oklar) pozitif boyanma izlendi
(Immiinoperoksidaz, hematoksilen, x400)
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Resim 4.18. VEGF antikoru ile immiin isaretleme yapilan HP+DMBA grubu kesitleri; (a)
kil folikiiliiniin (F) ¢evresinde ve bez (SB) duktusunda (oklar) pozitif immiin
isaretlenme, (b) Lamina propriada (LP) pozitif isaretlenmis damarlar (oklar)
izlendi (Immiinoperoksidaz, hematoksilen, x400)

HP grubu

CAT ile isaretli 6rneklerde ¢ok sayida sebase bezde siddetli boyanma izlenmistir. Bezlerde
ve lamina propriada ¢ok sayida bag dokusu hiicresinde pozitif immiin reaksiyon izlenmistir
(Resim 4.19. a, b). CAT antikor boyanma pozitifliginin bu grupta diger gruplara gore daha
fazla oldugu goriilmiistiir. HP grubunda CAT pozitifliginin artis1 dikkate alindiginda diger
calisma gruplariyla arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05)
(Cizelge 4.7.).

H. perforatum uygulamasi sonrasi alinan agiz mukozasi orneklerinde lamina propriada
belirgin pozitif hiicre artis1 ve diffiiz goriinimde SOD isaretlenmesi dikkat c¢ekmistir
(Resim 4.20. a). Bezlerin arasinda da SOD ile isaretlenmis pozitif bag dokusu hiicreleri
gozlenmistir (Resim 4.20. b). SOD antikor boyanma pozitifliginin bu grupta DMBA
grubuna gore daha fazla oldugu goriilmiistiir. HP grubunda SOD pozitifliginin artig1 goz
oniine alindiginda DMBA grubu ile arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p=0,042) (Cizelge 4.7.).

MMP ile isaretlenen Orneklerde Ozellikle lamina propriada ve bezlerin ¢evresinde
isaretlenmis hiicre sayinda artis en fazla bu grupta izlenmistir (Resim 4.21. a, b). MMP
pozitifligi agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir

(p>0,05) (Cizelge 4.7.).
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Bu grupta VEGF ile lamina propriada, epitelin hemen altinda bazi alanlarda orta siddette

boyanma izlenmistir. Lamina propria i¢inde de az sayida pozitif damar izlenmistir (Resim

4.22.). Ancak, bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05) (Cizelge 4.7.).

Resim 4.19. CAT antikoru ile immiin isaretleme yapilan HP grubu kesitleri; (a) Pozitif
isaretlenen sebase bezler (SB), (b) Lamina propriada (LP) pozitif isaretlenen
bag doku hiicreleri (oklar) izlendi (immiinoperoksidaz, hematoksilen, x400)

Resim 4.20. SOD antikoru ile immiin isaretleme yapilan HP grubu kesitleri; (a) lamina
propriada (LP) pozitif isaretlenen bag doku hiicreleri (oklar), (b) Tiikiirtik
bezlerinin (TB) arasinda pozitif isaretlenen bag doku hiicreleri (oklar) izlendi
(Immiinoperoksidaz, hematoksilen, x400)
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Resim 4.21. MMP antikoru ile immiin isaretleme yapilan HP grubu kesitleri; (a) tiikiiriik
bezleri (TB) etrafinda pozitif isaretlenmis hiicreler (oklar), (b) Lamina
propriada  (LP)  pozitif  isaretlenen  hiicreler  (oklar)  izlendi
(Immiinoperoksidaz, hematoksilen, x400)

Resim 4.22. VEGF antikoru ile immiin isaretleme yapilan HP grubu kesitlerinde lamina
propriada (LP), epitelin (E) hemen altinda pozitif isaretlenen damarlar (oklar)
izlendi (Immiinoperoksidaz, hematoksilen, x400)
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Cizelge 4.7. Calisma gruplarindaki ratlarin  mukoza oOrneklerinden elde edilen
immiinohistokimyasal boyanma skorlariin istatistiksel analizi ve gruplar
arasi karsilagtirmalarda Mann-Whitney U testi ile elde edilen istatistiksel

veriler
. Immiinohistokimyasal skorlama
Grup Antikor Medyan (min-maks)
CAT -
SOD -
Kontrol (n=6) MNP -
VEGF -
CAT 1,5 (1-2)
_ SoD 1,0 (0-2)
DMBA (n=8) MMP 1,0 (0-1)
VEGF 0,5 (0-1)
CAT 1,0 (0-2)
SOD 2,0 (0-3)
HP+DMBA (n=
(n=8) MMP 10 (1-2)
VEGF 1,0 (0-2)
CAT 3,0 (2-3)
SOD 2,0 (1-2)
HP (n=
(n=8) MMP 1,0 (0-2)
VEGF 0,5 (0-1)
Mann Whitney U testi
CAT 0,664
SOD 0,038
— HP+
DMBA — HP+DMBA N -
VEGF -
CAT 0,030
SOD 0,042
DMBA - HP MIMP p -
VEGF -
CAT < 0,001
SOD 1,000
+ —
HP+DMBA — HP NIV :
VEGF -
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4.4. Biyokimyasal Bulgular

4.4.1. Mukoza bulgular

Alinan doku orneklerinde CAT, SOD, GSH-Px enzim aktiviteleri ve 6rneklerdeki MDA,

TAS seviyeleri Ol¢ililmiistiir ve veriler elde edilmistir.

Yanak mukoza dokusunda; CAT ve GSH-Px testleri igin gruplar arasinda ortalamalar
yoniinden farklarin 6nemliligi ANOVA testiyle arastirilmigtir. CAT icin ANOVA testinde,
gruplar arasindaki farkliligi hangi grubun ortaya ¢ikardigin1 bulabilmek i¢in “post-hoc”
testlerinden Tukey yontemi kullanilmistir. SOD, MDA ve TAS testleri i¢in gruplar
arasinda medyan degerler yoniinden farklarin 6nemliligi ise Kruskal Wallis Varyans
Analizi ile aragtirilmistir. Anlamlilik diizeyi p<0,05 oldugu durumlarda gruplar arasindaki
farkliligi hangi grubun ortaya c¢ikardigimi bulabilmek i¢in Mann-Whitney U testi

kullanilmastir.

Elde edilen verilere gore CAT enzim aktivitesinin DMBA ve HP+DMBA gruplarinda
kontrol ve HP gruplarina gore daha diisiik oldugu bulunmustur. Bu fark yalnizca
HP+DMBA ile HP gruplan arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,016).
SOD enzim aktivitesinin tiim c¢aligma gruplarinda kontrol grubuna gore distiigi
goriilmistlir. Ancak bu degisiklik istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).
GSH-Px enzim aktivitesi tiim c¢alisma gruplarinda kontrol grubuna gore daha diisiik
bulunmustur; ancak, gruplar arasindaki bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p>0,05). MDA seviyesi tiim ¢alisma gruplarinda kontrol grubundan daha
diistik bulunmustur. HP+DMBA grubu ile kontrol ve HP gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik saptanmistir (sirastyla, p=0,01 ve p=0,03). TAS degeri HP+-DMBA
grubunda; diger gruplara gore daha diisiik bulunmustur. HP+DMBA grubu ile kontrol,
DMBA ve HP gruplart arasindaki bu farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(swrasiyla, p=0,007, p=0,004 ve p=0,005) (Cizelge 4.8.).
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Cizelge 4.8. Kontrol ve calisma gruplarindaki ratlarin mukoza dokularindaki CAT
(IU/mg), SOD (U/mg), GSH-Px (mIU/mg), MDA (nmol/mg), TAS (pumol
Trolox eg/L) verilerinin istatistiksel analizi

CAT SOD GSH-Px MDA TAS
Grup (Ort458) Medyan (Ort4SS) Medyan Medyan
’ (min-maks) ' (min-maks) (min-maks)
5,68 7,10 0,67
= + +
Kontrol (n=6) 16,11+5,69 (4.20-11.47) 91,83438,31 (2.93-1355) | (0,63-129)
5,06 3,37 0,72
= + +
DMBA (n=8) 12,80+4,12 (3.71-8.44) 58,25+12,52 (208502) | (0,61.081)
5,26 2,13 0,46
+ = + +
HP+DMBA(n=8) 10,57+3,30 (3,60.7,64) 59,38+15,78 (L31.440) | (0268-054)
5,00 4,68 0,69
= + +
HP (n=8) 17,30+3,68 (3.99-8.20) 65,00+24,28 2941272 | (058-092)
Istatistiksel analiz
Kontrol - DMBA 0,469 0,443 1,000
Kontrol — HP 0,951 1,000 1,000
Kontrol - HP+DMBA 0,090 0,010 0,007
0,851 0,053
DMBA - HP 0,161 1,000 1,000
DMBA — HP+DMBA 0,709 0,839 0,004
HP — HP+DMBA 0,016 0,032 0,005

4.4.2. Serum bulgular

Deneklerden sakrifikasyon esnasinda elde edilen kan 6rneklerinde CAT, SOD, GSH-Px

enzim aktiviteleri; 6rneklerdeki MDA, TAS ve TOS seviyeleri 6l¢iilmiistiir ve veriler elde

edilmistir. Kan orneklerinde bunlarin yani sira karaciger fonksiyon testleri (ALT, AST) ve

bobrek fonksiyon testleri (BUN, Kreatinin) seviyeleri 6l¢iilmistiir.

Serumda; CAT, GSH-Px, AST, BUN ve kreatinin i¢in gruplar arasinda ortalamalar

yoniinden farklarin 6nemliligi ANOVA testiyle arastirilmistir. Anlamlilik diizeyi ANOVA

testinde p<0,05 bulundugunda gruplar arasindaki farklilig1 hangi grubun ortaya ¢ikardigimni

bulabilmek i¢in “post-hoc” testlerinden Tukey yontemi kullanilmistir. SOD, MDA, TAS,

TOS ve ALT igin gruplar arasinda medyan degerler yoniinden farklarin 6nemliligi ise

Kruskal Wallis Varyans Analizi ile aragtirilmistir. Anlamlilik diizeyi p>0,05 bulundugu

icin gruplar arasi ikili karsilastirmalar yapilmamuistir.




54

Elde edilen verilere gére CAT enzim aktivitesi tiim ¢aligma gruplarinda kontrol grubuna
gore daha yliksek bulunmustur. Kontrol grubu ile DMBA, HP+DMBA ve HP gruplar
arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (sirasiyla, p=0,012, p=0,009 ve
p=0,043). SOD enzim aktivitesinin tim c¢alisma gruplarinda kontrol grubuna gore
yiikseldigi goriilmiistiir. Ancak bu degisiklik istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0,05). GSH-Px enzim aktivitesi HP+DMBA grubunda; diger gruplara gore daha diisiik
bulunmustur. HP+DMBA grubu ile kontrol, DMBA ve HP gruplar1 arasindaki bu farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (sirasiyla, p=0,007, p=0,004 ve p=0,005). MDA
seviyesi acisindan gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir.
TAS degeri acgisindan gruplar arast belirgin farklilhik saptanmamistir (p>0,05). TOS
degerinin tiim ¢aligma gruplarinda kontrol grubuna gore yiikseldigi goriilmiistiir. Ancak bu

degisiklik istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.9.).

Cizelge 4.9. Kontrol ve ¢alisma gruplarindaki ratlarin serum CAT (IU/mg), SOD (U/mg),
GSH-Px (mlU/mg), MDA (nmol/mg), TAS (umol Trolox eg/L) ve TOS
(umol H202 eq/L) verilerinin istatistiksel analizi

Grup (OStTS—S) Msegzn (?)ftHi-sP;() Ml\g?y':\n MZ?;/San MTeg;an
: (min-maks) ’ (min-maks) | (min-maks) | (min-maks)
= 0541601 | o rllaggy | 196654186 | oaicay | aaeany | ozozrso)
;F;;)DMBA 60,39+7.58 (8,5191_’13; a7y | 0RO (4,342-776,50) (0,322’-128,36) (0,2812,50)
(T;s;) 64,97+1537 (7’8121_’1537, 17y | 1541342365 (4]6%?;94) (1,611’?; 54) (0,25128,00)
[statistiksel analiz
Egntrol - 0,009 0,996
Engraol\IAIBA 0043 0,058 oot 0,462 0,784 0,153
32’“3'“* 0,999 0.998
5'F\>A+?3AM_BA 0,935 no
EEJ:DMBA 0.882 oo

Elde edilen kan 6rneklerinde tiim gruplar arasinda karaciger fonksiyon testleri (ALT, AST)
ve bobrek fonksiyon testleri (BUN, kreatinin) acgisindan anlamli farklilik saptanmamaistir

(p>0,05) (Cizelge 4.10.).
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Cizelge 4.10. Kontrol ve ¢alisma gruplarindaki ratlarin karaciger fonksiyon testleri (AST

ve ALT) ve bobrek fonksiyon testleri (BUN ve kreatinin) verilerinin
istatistiksel analizi

Grup M':(Ij_;/;n AST BUN Kreatinin
=+ =+ =+
(min-maks) (Ort.+SS) (Ort.£SS) (Ort.£SS)
Kontrol 33,50
’ 130,17+ 2 22.33+ 228+
(n=6) (25.00-57,00) 30,17+38.,6 ,33+3,93 0,228+0,069
DMBA 38,50
+ + +
(n=8) (17,00-91,00) 180,38+£56,39 21,75+2,44 0,278+0,082
HP+DMBA 28,00
+ + +
(n=8) (25,00-42,00) 170,75+47,03 21,00+2,39 0,251+0,030
HP 50,00
' 1 +57.1 22.86+ 226+0,1
(n=8) (26,00-82,00) 86,00+57,18 ,86+5,55 0,226+0,105
Kruskal Wallis testi ANOVA
0,090 0,224 0,794 0,534
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5. TARTISMA

2009 yilinda Saglik Bakanligi Kanserle Savas Daire Bagkanligi’nin yayinladig1 raporda
kanserin tiim diinyada oldugu gibi lilkemizde de en sik ikinci 6liim sebebi oldugu ve
iilkemizde kansere bagli 6liim oraninin %22 oldugu bildirilmistir. Bu raporda 2030 yilinda
24 milyon insanin kanser tanisi alacagi, 17 milyon insanin ise ayni yil i¢inde kanser
nedeniyle hayatin1 kaybedecegi ongoriilmiistiir. Bu yiiksek oranlar ve giincel veriler goz
oniinde bulunduruldugunda kanser ciddi bir halk sagligi problemi olarak karsimiza
cikmaktadir. Teknolojinin ve arastirma olanaklarinin gelismesine ragmen halen kanser
hastalarinin yaklasik olarak %80°1 ileri evrelerde tani almaktadir. Bu sebeple kanserin

erken teshisi, Onlenmesi ve tedavisi ile ilgili pek ¢cok ¢alisma yiiriitiilmektedir [85].

Giintimiizde, pek ¢ok aragtirmaci kanserin onlenmesi ile ilgili ¢alismalarda farmakolojik
olarak aktif dogal ve sentetik ajanlarin kemopreventif potansiyelini tanimlamak i¢in hatiri
sayilir derecede emek vermektedir [59]. Kemoprevensiyon, kanserin sitotoksik olmayan
dogal veya sentetik ajanlar kullanilarak 6nlenmeye calisildigi, deneysel onkoloji agisindan
umut vadeden cazip bir yontemdir. Kemopreventif ajanlar, kanserojenlerin metabolik
aktivasyonunu inhibe ederek veya kanser olusumu esnasinda ortaya ¢ikan metabolik
artiklarin detoksifikasyonunu arttirarak kanser olusumunu baskilayabilir, inhibe edebilir,
durdurabilir veya tersine cevirebilirler. Bunlarin yani sira, kemopreventif ajanlarin fazla
ROT olusumunu inhibe ederek veya antioksidan savunma sistemini giliglendirerek timor

olusumunu da baskilayabilecekleri diisiintilmektedir [58].

DMBA ile olusturulan hamster bukkal kese karsinogenez modeli yaygin olarak kabul
edilmis bir deneysel oral kanser modeli olup, ¢esitli ajanlarin kemopreventif potansiyelinin
belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir [59]. Bu model ilk olarak Salley tarafindan 1954 yilinda
kullanilmig [86], daha sonra Morris ve Shklar tarafindan modifiye ve standardize edilmistir
[87, 88]. Hamster bukkal kese karsinogenez modeline alternatif olarak rat oral kavite
kanser modeli olusturulmustur. Her iki model de kanser olusum mekanizmalarinin
anlasilmasi agisindan basarili sonuglar vermistir [89]. Bu calismada, Nagini ve Kowshik
[77] tarafindan 2009 yilinda tarif edilen protokol, Hsu ve ark.’nin [90] uyarlamasi ile
birlikte uygulanmistir. Bu hayvan modelinin avantajlar1 arasinda, uygulanan protokoliin
basit ve tekrarlanabilir olmasi, uygulama yapilirken anesteziye ihtiya¢ duyulmamasi,

uygulama yapilan bolgenin kolay ulasilabilir olmasi, DMBA ile olusan kanserin agsama
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asama izlenebilmesi ve olusan kanserli dokunun insanda goriilen OSHK ile benzerlikler
gostermesi sayilabilir [13, 77]. Bu calisgmada Nagini ve Kowshik tarafindan onerilen
hayvan modelinden farkli olarak hamster yerine rat kullanilmistir. Ratlarin hamsterlara
nazaran daha kolay elde edilebilmesi, bakimmin daha kolay olmasi, ratlarin bagisiklik
sisteminin daha gii¢lii olmas1 ve dolayisiyla deneysel ¢alismalarda daha az kayip verilmesi
gerekcesiyle rat tercih edilmis olup, c¢alisma boyunca herhangi bir hayvan kaybi

olmamustir.

ROT iiretimindeki artisin, radikal giderim aktivitesine sahip endojen antioksidanlarin hizli
tilkketimi ile sonuglandigi bilinmektedir. Bunun Onlenebilmesi i¢in pek ¢ok aragtirmact bu
oksidatif saldirinin Oniine gegebilmek ve oksidatif strese bagli olarak olusan hasari
onleyebilmek amaciyla radikal giderici olarak eksojen antioksidanlarin denendigi
caligmalar yliriitmektedir [19, 21, 91]. Polifenoller, flavonoidler, terpenler ve ¢esitli bitki
ekstrelerinin de arasinda bulundugu bir takim bitki tirtinlerinin antioksidan aktiviteye sahip
oldugu bilinmektedir [14, 92, 93]. Bu ¢alismada H. perforatum ekstresinin kullanilmasina
karar verilmesinin sebebi, daha Once yapilan in vitro caligmalarda bu bitkinin giiglii
antioksidan aktiviteye sahip oldugunun bildirilmesi [94-96] ve yukarida bahsedilen bilgiler
is1iginda  bu antioksidan aktivitenin OSHK olusumunu oOnlemeye yardimeci etki
gosterebileceginin diistiniilmesidir. Bu ¢aligsma, literatiirde H. perforatum’un in vivo olarak

kanser modeli tizerindeki etkilerinin incelendigi ilk caligmadir.

Bu ¢alismanin in vitro kisminda H. perforatum ekstresinin DPPH radikal giderim
aktivitesi, toplam antioksidan aktivitesi ve icerigindeki fenolik madde konsantrasyonu
Olglilmistiir. Ekstrenin DPPH radikal giderim aktivitesi 10 mg/ml konsantrasyonda
%74,29 olarak bulunmus, IC50 degeri 5,01 mg/ml olarak belirlenmistir. Ekstrenin
maksimum antioksidan aktivitesi 10 mg/ml konsantrasyonda %85,97 olarak bulunmus,
IC50 degeri 3,39 mg/ml olarak belirlenmistir. Ekstrenin 1 mg/ml’lik dilisyonundaki
toplam fenolik madde 82,65 mikrogram gallik asit esdegeri/mg olarak hesaplanmistir. Bu
veriler daha once Hypericum tiirleri kullanilarak yiiriitiilen c¢alismalarla uyumludur.
Zorzetto ve ark. 2015 yilinda 3 farkli Hypericum tiirii (H. reflexum, H. canariense, H.
grandifolium) ile yaptiklar1 in vitro ¢alismada, aralarinda farkliliklar bulunmakla birlikte
bu 3 tiirtin de tiimdr hiicreleri tizerinde sitotoksik aktivite ve belirgin derecede antioksidan
ozellik gosterdiklerini bildirmislerdir [95]. Benzer sekilde Boran ve ark. 2017 yilinda H.

lydium’un antioksidan 6zelliklerini arastirmis ve elde ettikleri verilere ve Hypericum tiirleri
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tizerinde yapilan benzer ¢aligmalara goére Hypericum genusuna ait bitkilerin antioksidan

kaynag1 olabilecegi goriisiinii 6ne siirmiiglerdir [96].

Alinan doku 6rneklerinde yapilan histopatolojik inceleme sonucunda elde edilen bulgulara
gore kontrol grubunda yalnmizca normal epitel dokusu izlenmistirr DMBA uygulanan
gruptaki ratlarin 2 tanesinde siddetli, 1 tanesinde orta siddette displazi gozlenmis, geri
kalan o6rneklerde karsinoma-in-situ goriiniimiine rastlanmigtir. HP+DMBA uygulanan
gruptaki ratlarin 5 tanesinde hafif displazi izlenirken, 2 6rnekte orta siddette, 1 6rnekte ise
siddetli displazi saptanmistir. Yalnizca HP uygulanan grupta ise 5 hayvanda hiperplazi, 2
hayvanda orta ve 1 hayvanda siddetli epitelyal displazi saptanmistir.

Elde edilen verilere gore epitelyal degisiklikler géz oniinde bulunduruldugunda tiim
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmustir (p<0,001). Orneklerinde
herhangi bir degisiklik bulunmamasi ve tiim 6rneklerin normal epitel yapisinda izlenmesi
nedeniyle kontrol grubu istatistiksel analize dahil edilmemistir. HP+DMBA grubundaki
deneklerde yalnizca DMBA uygulanan gruba gore epitelyal degisikliklerin azaldigi,
DMBA grubunda %62,5 oraninda karsinoma in situ goriiliirken bu oranin HP+DMBA
grubunda %0 oldugu ve siddetli displazik degisikliklerin de HP+DMBA grubunda daha az
goriildiigi tespit edilmistir. Bu durum H. perforatum’un, DMBA’nin dokuda olusturdugu

prekanserdz nitelikteki degisiklikleri azaltici etki gosterdigi seklinde yorumlanmustir.

Gerek 4-nitrokinolin-1-oksit, gerekse DMBA ile olusturulan hamster bukkal kese
karsinogenez modelinin kullanildig1 bagka bitki ve kimyasal bilesiklerle yapilan benzer
calismalarda DMBA grubunda bulunan hamsterlerin yaklasik olarak %100’e yakininda
siddetli displazik degisiklikler, karsinoma in situ veya OSHK gelistigi bildirilmistir [9, 19,
97, 98]. Bizim c¢alismamizda bu saymin daha az olmasinin nedeninin c¢aligmada
hamsterlara gore daha dayanikli olan ratlarin deney hayvani olarak kullanilmasinin oldugu
diistiniilmektedir. Ancak, tim Orneklerde prekanserdz epitelyal degisikliklerin baslamis
olmas1 siire uzatildig1 takdirde tiim ratlarda daha siddetli displazik veya karsinomatoz
degisikliklerin olusabilecegini diigiindiirmiistir. HP+DMBA uygulanan grupta epiteldeki
patolojik degisikliklerin azaldigi ve derecesinin diistiigi gortilmustiir. Literatiirde farkli
bitki ve dogal iirlinlerin (emodin, naringenin) kullanildig1 baska caligmalarda da bitki
ekstresi ile birlikte DMBA uygulanan gruplarda histopatolojik degisikliklerin olusumunun
azaldig1 ve derecesinin diistiigii bildirilmistir [99, 100].
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2010 yilinda Suresh ve ark. 6-paradol bilesiginin DMBA ile olusturulan hamster bukkal
kese karsinogenez modeli tizerindeki kemopreventif ve antioksidan etkilerini
degerlendirmislerdir. Bu calismanin sonucunda serbest radikal giderici aktiviteye sahip
olan 6-paradol bilesiginin karsinogenezi Onleyici potansiyele sahip oldugu bulunmustur.
Yalnizca DMBA uygulanan grupta %100 tiimoér olusumu goriiliirtken 6-paradol’iin
kanserojenle birlikte uygulandigi grupta 2 hayvanda iyi diferansiye OSHK goriilmiis, diger
hayvanlarda hiperplazi, displazi ve keratoz gibi daha hafif degisiklikler izlenmistir [9].
Srinivasan ve ark.’nmin bir calismasinda 4-nitrokinolin-1-oksit ile olusturulan rat
karsinogenez modeli kullanilmis; kemopreventif ve terapotik etkileri oldugu bilinen yesil
cay polifenolleri ile yapilan ¢alismada bu dogal ajanin kanser olusum siirecinde gorevli
olan enzimleri azalttigi ve detoksifiye edici enzimlerin miktarmni arttirdigi bildirilmistir.
Ayni1 ¢alismada kanserojenle birlikte yesil ¢cay polifenollerinin uygulandig1 grupta kanser6z

degisikliklerin derecesinin ve goriilme prevalansinin azaldig: bildirilmistir [18].

H. perforatum’un insan malign hiicre dizileri lizerindeki sitotoksik ve pro-apoptotik
etkilerini arastiran pek ¢ok ¢alismaya rastlanmistir. Hostanska ve ark. H. perforatum’un
kronik miyeloid 16semi, histiyositik lenfoma ve glioma hiicre dizileri {izerindeki etkilerini
arastirmis ve her ¢ hiicre dizisi iizerinde apoptozu tetikleyici ve hiicre bliyiimesini inhibe
edici etki gosterdigini saptamiglardir. Bu g¢alismada ayni zamanda normal astrositler
iizerindeki etkileri de arastirllmis ve onlar lizerinde de biiyiimeyi inhibe edici etki
gosterdigi bildirilmistir [101]. Bir baska calismada meme adenokarsinomu {izerindeki
etkileri degerlendirilmis ve malign hiicre dizileri ilizerinde gosterdigi sitotoksik etki
sonucunda kemopreventif bir ajan oldugu ve anti-neoplastik ilag gelistirilmesi i¢in iyi bir
aday oldugu sonucuna varilmistir [102]. Bitkinin igerigindeki bilesenler kullanilarak
yapilan ¢aligmalara da rastlanmistir. Bunlar arasinda hiperisinin glioma, ndroblastoma,
adenoma, mezotelyoma, melanoma, karsinoma, sarkoma ve 16semi hiicrelerinin
biiyiimesini inhibe ettigine dair ¢aligmalar mevcuttur [103-105]. Hiperforinin de insan
epidermoid karsinoma, melanoma, akut T hiicreli 16semi, meme adenokarsinoma, over
karsinoma ve kolon karsinoma hiicre dizileri ve rat prostat karsinoma, pankreas karsinoma,
glioblastoma, fibrosarkoma, meme adenokarsinoma hiicre dizileri iizerindeki etkileri
arastirilmis ve tiim hiicre dizileri iizerinde apoptozu tetikleyici ve biliylimeyi inhibe edici

etki gosterdigi belirlenmistir [67].
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Literatiirde bizim ¢alismamizdakine benzer hayvan modeli ve farkli bitki ekstreleri ve
bitkilerden elde edilen kimyasallar kullanilarak yiiriitiillen pek ¢ok caligsmaya rastlanmistir.
Bu c¢alismalarda emodin, safran, hint ginsengi, ferulik asit, partenolit, vanilik asit,
aeskuletin ve kumarin kullanilmistir; ancak, H. perforatum’un kullanildigi bir ¢alismaya
rastlanmamustir. Dolayisiyla bu ¢alisma H. perforatum’un etkilerinin in vivo oral kanser
modelinde arastirildigr ilk calismadir. Benzer calismalarda bitki ekstrelerinin veya
bitkilerden elde edilen kimyasallarin tek basmna uygulandigi gruplarda epitelyal
degisikliklere rastlanmadigr bildirilmistir [20, 58, 60, 61, 100, 106-108]. Bizim
caligmamizda tek bagina H. perforatum ekstresi uygulanan grupta hiperplazik ve displazik
degisiklikler saptanmistir. Amjadi ve ark. tarafindan 2018 yilinda yiiriitiilen bir ¢alismada
H. perforatum ekstresinin dsofageal SHK ve normal skuamoz hiicre dizileri iizerindeki
etkileri incelenmis ve ekstrenin her iki hiicre dizisi {lizerinde hiicre canliligint (cell
viability) dolayistyla hiicre biiyiimesini (cell growth) azaltici etki gdsterdigi bulunmustur.
Normal hiicre dizisi lizerindeki bu etkinin kanserli hiicre dizisine kiyasla az oldugu,
kanserli hiicre dizisinde yaklasik olarak %57 oraninda azalma saptanirken, normal hiicre
dizileri i¢in bu oranin %17-29 araliginda oldugu tespit edilmistir [109]. H. perforatum’un
agirlikli olarak igerigindeki hiperisin ve hiperforin araciligiyla ¢esitli kanserli hiicre dizileri
iizerinde sitotoksik ve pro-apoptotik etki gosterdigi bilinmektedir [67, 102]. Hatta
Hostanska ve ark.’nin farkli Hypericum tiirlerinin fitokimyasal analizini yaptiklari
caligmada hiperisin ve hiperforinin insan malign hiicre dizilerine kars1 sinerjistik olarak
apoptotik aktivite gosterdikleri bildirilmistir [101]. Hiperisinin 1s18a duyarli bir pigment
oldugu ve fotoaktivasyonla apoptotik aktiviteyr diizenleyici etki  gosterdigi
diisiiniilmektedir. Hiperforinin de hiicre biiyiimesini inhibe ettigi ve bunu apoptozu
indiikleyerek gerceklestirdigi  diisiiniilmektedir [66, 102]. Hiperforin kaspazlarin
aktivasyonu sonucunda mitokondriden sitokrom ¢ salimmini tetiklemektedir, bu da
hiperforin aracili apoptozun erken safhasi olarak kabul edilmektedir [66-68]. Bcl-2 gen
ailesi apoptozun diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir ve pro-apoptotik ve anti-
apoptotik proteinler olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir [110]. Mitokondri aracili
apoptozda pro-apoptotik proteinler (Bax ve Bak) aktive olurken anti-apoptotik proteinler
(Bcl-2 ve Bcl-xL) inhibe olur. Bax ve Bak isimli pro-apoptotik enzimler dimerize olarak
mitokontri membranina tutunurlar. Boylelikle mitokondri zarinda, sitokrom c¢ ve diger
mitokondriyel proteinlerin sitozole gegebilecegi kanallar olustururlar. Sitokrom c, kaspaz 9
aktivasyonu yaparken diger mitokondriyel proteinler de sitozoldeki anti-apoptotik kaspaz

antagonistlerini inhibe ederler [57]. Bcl-2 proteininin oral displazi ve karsinomla iligkisinin
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incelendigi bir calismada elde edilen sonuglara gore Bcl-2 seviyesindeki degisikliklerin
oral premalign ve malign lezyonlarin goriilme olasiligini arttiriyor olabilecegi ve oral
karsinogenezin erken sathalarinda anahtar rol oynuyor olabilecegi bildirilmistir [111]. Loro
ve ark. Bcl-2 ve Bax proteinlerinin normal oral epitel, hiperplastik oral epitel ve oral
epitelyal displazilerde proliferasyon ve apoptozla iliskisini arastiran bir ¢alisma yiiriitmis
ve Bcl-2 miktarindaki azalmanin orta siddette ve siddetli oral epitelyal displazide epitelin
bazal kisimlarinda artmis proliferasyon ve apoptozla iliskili oldugunu tespit etmislerdir.
Calismanin sonuglaria gore apoptotik hiicre 6liimii ve Bcl-2/Bax orani arasinda ters iliski
oldugu ve daha ileri safha displazik lezyonlarda Bcl-2 seviyesinde meydana gelen
azalmaya bagli olarak Bcl-2/Bax oraninin diistiigii bildirilmistir [110]. Yukarida bahsedilen
mekanizmalar ve apoptoz esnasinda azalan Bcl-2 proteininin oral karsinogenezin erken
sathalan ile iliskisi, bizim calismamizda HP grubunda goriilen hiperplazik ve hafif ve orta
siddetteki displazik degisikliklerin, H. perforatum ektresinin saglikli oral mukozada az da
olsa apoptozu tetikleyici ve Bcl-2 seviyesini azaltict etki gostermesi sonucunda olusmus

olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Calismamizda, alman doku oOrneklerinde yapilan immiinohistokimyasal incelemelerde
CAT, SOD, MMP ve VEGF antikorlar1 degerlendirilmistir. CAT immiin boyanmasinin
HP+DMBA grubunda DMBA grubuna gore daha zayif immiin boyanma gosterdigi tespit
edilmistir. Yapilan literatiir taramalarinda hamster bukkal kese karsinogenez modeli
kullanilarak yapilan c¢aligmalarda bahse konu antikorlarin immiinohistokimyasal
incelemesine rastlanmamistir. Ancak, Lauer ve ark.’nin kolon kanserinde peroksizomal
biyogenezin bozulmasi ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada kolon kanserli dokuda saglikli dokuya
gore peroksizomal enzim proteinlerinden olan CAT 1n aktivitesinin azaldig1 ve daha zayif
immiin boyanma gosterdigi bildirilmistir [112]. Bu c¢alismada HP+DMBA grubunda
DMBA grubuna gore CAT reaksiyonunun azalmast H. perforatum’un DMBA ile birlikte
uygulandiginda CAT enzim transkripsiyonunu baskilayici etki gdstermis olabilecegini
diistindiirmtistiir. Bu hipotezin desteklenmesi i¢in bu mekanizmanin deneysel olarak

arastirilldigi caligmalara ihtiyag¢ vardir.

Bu c¢aligmada, SOD antikoru ile boyanan orneklerde HP+DMBA grubunda DMBA
grubuna gore daha giiclii boyanma izlenmistir. Kan hiicre neoplazmlarmin ve kolon,
meme, pankreas ve skuamoz hiicreli karsinom gibi farkli kanser tiplerine ait hiicre

dizilerinin aktif NF-xp sentezi yaptigi, dolayisiyla NF-kf sentezinin hiicre
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proliferasyonunu arttirdig1 bildirilmistir. NF-xf’nin ayn1 zamanda SOD2 gen aktivasyonu
yaparak SOD sentezini arttirdigi, ancak fazla miktarda oksidatif stresin NF-xf aktivitesini
baskilayict etki gosterebilecegi rapor edilmistir [45]. Bunun yam sira, skuamoz hiicreli
karsinomda bulunan hiperproliferatif keratinositlerde SOD sentezinin azaldig bildirilmistir
[113]. Calismamizda elde edilen SOD ile ilgili bulgularin, DMBA’nin uygulandigi
gruptaki yogun oksidatif stres sonucu NF-kf sentezinin inhibisyonundan ve dolayisiyla
SOD sentezinin azalmasindan kaynaklandigi degerlendirilmistir. H. perforatum ile birlikte
DMBA uygulanan grupta SOD sentezinin artmis bulunmasmin ise H. perforatum’un

oksidatif stresi azaltici etkisinden kaynaklanmig olabilecegi diisiiniilmiistiir.

MMP’ler farkli histogenetik kokene sahip malign tiimoérlerin metastaz ve invazyon
yapmast ile iligkilendirilen proteazlardir [45]. Ekstraseliiler matriks komponentlerini
parcalayabilmektedirler ve inflamasyon, doku iyilesmesi, tiimor invazyonu ve metastaz
gibi patolojik siireglerde ve anjiogenezde gorev almaktadirlar [114, 115]. Hem deri hem de
oral mukozadaki epitel ve bag dokusu hiicreleri tarafindan sentezlenirler. Literatiirde oral
ve bas-boyun bolgesi kanserlerinde hastalardan alinan 6rneklerde MMP sentezi olduguna
dair bilgiler mevcuttur [116]. Ancak, MMP-9’un OSHK’daki roliinii inceleyen 2013
yilinda yayinlanan bir makalede, MMP-9’un genellikle agresiv bas ve boyun kanserleri ile
iligkilendirilmekle birlikte baz1 giincel ¢alismalarda karsinogenez ve metastazlara karsi
koruyucu etkinlik gdsterdigi bildirilmistir [117]. Ornegin, tiikiiriik bezi miyoepitelyal
karsinomunda MMP-9 varliginin daha iyi sag-kalim oranlarina isaret ederken, bas boyun
kanserlerinin rejyonel metastazlarinda MMP-9 gen ekspresyonunun azaldigi belirlenen
caligmalar mevcuttur [118, 119]. Dolayisiyla, MMP-9’un karsinomlarda hem koruyucu
hem de ilerlemesine yardimci etki gosterebildigi ve bu etkinin spesifik duruma bagh
olarak, hasta Ozellikleri, karsinomun derecesi ve tiimor lokasyonu gibi faktorlerden
etkilenebilecegi bildirilmistir [117]. Bu calismada MMP pozitifligi acgisindan gruplar
arasinda anlamli farkliik bulunmamis olmasinin MMP’nin farkli lezyon tip ve

derecelerinde tistlendigi farkli rollerden kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmiistir.

VEGF tiiméral biiylime ve metastazlarin ilerlemesi esnasinda meydana gelen anjiogenezin
temel diizenleyicilerindendir. Ornegin kolon adenokarsinomunda tiimdr hiicrelerinde
VEGF miktan artarken cevredeki normal epitelde hafif pozitiflik izlendigi bildirilmistir

[120]. Ancak, bizim g¢alismamizda belirgin bir tiimér olusumu veya metastaz evresine
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ulasan kanserdz lezyonlar olmadigindan gruplar arasinda VEGF immiin boyamalarinda

belirgin farkliliklar saptanmamustir.

Hayvanlardan elde edilen mukoza dokularinda antioksidan enzim aktiviteleri
incelendiginde HP+DMBA uygulanan grupta kontrol grubuna goére CAT enzim
aktivitesinin azaldigi, SOD enzim aktivitesi agisindan gruplar arasinda anlamli fark
goriilmedigi, GSH-Px enzim aktivitesinin ise istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte
kontrol grubuna gore her ii¢ grupta da azaldigi belirlenmistir. CAT enzim aktivitesindeki
diistisin  muhtemelen H. perforatum’un DMBA ile etkilesimi sonucu CAT enzim
aktivitesini baskilayan bir yan {irliniin olusmasi sebebiyle ortaya ¢ikmis olabilecegi
degerlendirilmistir. CAT enzimiyle ilgili bulgularimizin bu konuda yapilan ¢aligmalarla
uyumlu oldugu gozlenmistir [9, 59, 99, 121]. GSH-Px enzim aktivitesideki diistisiin H.
perforatum ve DMBA’nin tek baslarina veya birlikte GSH-Px enzim aktivitesi iizerindeki
baskilayici etkilerinden kaynaklanabilecegi degerlendirilmistir. GSH-Px enziminin hiicre
proliferasyonu iizerinde diizenleyici etki gosterdigi bazi arastirmacilar tarafindan
vurgulanmistir [59, 99]. DMBA’nin, uygulandigi dokuda ROT miktarin1 arttirict etki
gosterdigi bilinmektedir [12, 58]. Az miktarda ROT olusumu hiicre proliferasyonunu
tetiklerken bu miktar arttiginda hiicre apoptozunun veya nekrozunun tetiklendigi
bildirilmistir [122]. Bizim c¢aligmamizda hayvanlara uygulanan DMBA’nin ROT
seviyesinde artisa neden olmasinin; hiicre proliferasyonunu azaltict ve buna bagli olarak

GSH-Px aktivitesini baskilayici etki gostermis olabilecegi diisiinilmiistiir.

DMBA, fazla miktarda ROT aciga ¢ikmasina neden olan oksidan bir ajandir [9, 20]. Bu
konuda yapilan farkli ¢aligmalarda oksidasyonun gostergesi olarak lipid peroksidasyon
irlinlerinin  tespit edildigi TBARS veya MDA olarak isimlendirilen belirtecler
kullanilmaktadir. Bu c¢alismada, kanserojen uygulanan dokularda MDA seviyesinin
azaldig1 goézlenmistir, bu veri literatlirdeki diger calismalarla uyumludur [107, 123].
DMBA’ya kronik maruziyet sonucunda hiicrelerde oksidasyona ugrayacak organik
bilesenlerin biiyiilk oranda okside olmasi sebebiyle bu bilesenlerin tiiketilmesi ve
dolayisiyla oksidasyon son {iriinlerinin olusmamasi sonucunda MDA seviyesinin azaldig
degerlendirilmistir. Nitekim oral karsinogenez esnasinda ¢oklu doymamis yag asitlerinin
miktarmin azaldig1 pek ¢ok arastirmaci tarafindan dokiimante edilmistir, bu da mevcut

caligma verilerini destekler niteliktedir [59, 107, 123]. HP+DMBA grubunda TAS
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degerinin diisiik olmasi ise bu grupta CAT enzim seviyesindeki diisiisiin TAS degerine

yansimasi seklinde yorumlanabilir.

Calismamizda serum Orneklerindeki antioksidan enzim aktivitelerine bakildiginda, CAT
enzim aktivitesinin kontrol grubuna gore her ii¢ grupta da arttigi, SOD enzim aktivitesinin
degismedigi, GSH-Px aktivitesinin ise H. perforatum ile birlikte DMBA uygulanan grupta
diger gruplara gore daha diisiik oldugu belirlenmistir. CAT enzim aktivitesindeki bu artisin
viicudun maruz kaldig1 kanserojenin sistemik etkilerine karst verdigi savunma tepkisi
olarak degerlendirilebilecegi disiliniilmiistiir. Bu calismadan farkli olarak daha once
yapilmis olan benzer calismalarda bu degerin azaldig: tespit edilmis ve bu durum ilgili
enzimlerin fazla aktivite sonucu yorulmasi seklinde yorumlanmistir [20, 108]. Ancak
literatiirde enzimlerin fonksiyonlar1 ve isleyisi ile ilgili yorulma ya da tiiketilme gibi bir

bilgi bulunmamaktadir [124].

Hayvanlardan elde edilen serum orneklerinde oksidan-antioksidan sistem hakkinda genel
degerlendirme parametreleri MDA, TAS ve TOS olup bu degerler agisindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar saptanmamistir. DMBA grubunda
uygulanan kanserojenin kismi sistemik etkisiyle oksidasyonu bir miktar arttirmasi sonucu
istatistiksel olarak anlamli olmasa da MDA seviyesinde bir artis goriilmiistiir; buna cevap

olarak CAT, SOD ve GSH-Px enzimlerinin indiikklenmis olabilecegi degerlendirilmistir.

Calismada, ratlarin karaciger ve bobrek fonksiyon testleri agisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak herhangi bir fark olmadigi ve lokal olarak uygulanan kanserojen ve
ekstrenin hem karaciger, hem de bobrek iizerine toksik etki olusturmadig tespit edilmistir.
Yapilan literatiir taramasinda benzer calisma modellerinde kullanilan farkli ekstrelerin
karaciger ve bobrek fonksiyonlari tzerindeki etkilerinin incelendigi bir c¢alismaya
rastlanmamigtir. H. perforatum’un hepatotoksik olduguna isaret eden herhangi bir ¢alisma
bulunmamakla beraber, bu konuda yaymlanan makalelerdeki ortak ifade bu gibi bitkisel
tiriinlerin yan etkilerinin tam olarak bilinemeyecegi, hepatotoksisite yaratma potansiyeline

sahip olduklari ve dikkatli kullanilmalari gerektigi yoniindedir [125-127].






67

6. SONUC VE ONERILER

DMBA kullanilarak olusturulan oral kanser modelinde H. perforatum ekstresinin etkilerini

degerlendirmek amaciyla gerceklestirilen bu calismada;

H. perforatum’un giicli in vitro antioksidan aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmisgtir.

DMBA uygulanan ratlarda orta siddette ve siddetli displazik degisiklikler ve
karsinoma in situ olustugu belirlenmistir. Karsinoma in situ goriilme oraninin
belirgin sekilde daha fazla oldugu goriilmiistir.

DMBA ile birlikte H. perforatum ekstresi uygulanan ratlarda en fazla hafif olmak
iizere, hafif, orta siddette ve siddetli displazik degisiklikler meydana gelmistir.
Hicbir 6rnekte karsinoma in situya rastlanmamistir. Dolayisiyla, H. perforatum’un,
DMBA’nin dokuda olusturdugu prekanseréz degisiklikleri azaltic1 etki gdsterdigi
gorilmiustir.

H. perforatum uygulamasinin saglikli oral mukozada hiperplazik ve displazik
degisikliklere neden oldugu saptanmuistir.

H. perforatum’un, DMBA ile birlikte uygulandiginda CAT enzim aktivitesini
baskilayici etki gosterdigi saptanmustir.

H. perforatum’un ve DMBA’nin tek baslarina veya birlikte uygulandiklarinda
GSH-Px aktivitesini azaltici etki gosterdigi saptanmustir.

Elde edilen histopatolojik bulgular oksidan antioksidan sistem parametreleri ile
birlikte degerlendirildiginde, ortaya cikan kemopreventif etkinin bu calisma
siirlari igerisinde antioksidan savunma mekanizmalari tizerinden gerceklesmedigi
gorilmiistiir.

H. perforatum’un oral mukozaya uygulanmasinin hepatotoksik ve nefrotoksik etki

gostermedigi saptanmistir.

Bu sonuglar g6z onlinde bulunduruldugunda, H. perforatum ekstresinin kemopreventif bir

ajan oldugu ve anti-neoplastik ila¢ gelistirilmesi i¢in 1yi bir aday olabilecegi goriilmektedir.

Bu calismada kullanilan H. perforatum’un farkli konsantrasyonlardaki ve farkli dozlardaki

uygulamalarinin etkilerinin degerlendirilememesi ¢alismayr smrlandiran  faktorler

olmustur. H. perforatum’un antikanser etkisi konusundaki bilgilerin arttirilmasi i¢in s6z

edilen kisitlamalarin giderildigi, kemopreventif etkinin mekanizmasini, doz bagimli olup
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olmadigini ve viicutta bagka dokularda da bu tiir etkiler gosterip gostermedigini arastiran
daha kapsamli deneysel ve klinik caligsmalara ihtiya¢ oldugu goriilmektedir. Bu ¢alismanin,
H. perforatum’un farkli dozlarda ortaya ¢ikardigi kemopreventif etkilerinin ve
kemoprevensiyon mekanizmalarinin arastirildigi  yeni caligmalara rehber olacagi

diistiniilmektedir.
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