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OZET

Prangos Ferulacea Ekstrakti Kaynakhh Hepatik Endoplazmik Retikulum Stresine
Kars1 Kannabinoid Tip2 Reseptor Agonisti Jwh-133’iin Etkisi

Amag: Apiaceae familyasina ait Prangos ferulacea (PF) bitkisi tilkemiz dahil
olmak iizere diinyada bir¢ok yerde yetismekte ve yaygin olarak tiiketilmektedir. Bu
kullanimlarindan dolay1 hepatotoksik vakalar da bildirilmesine karsin bu toksik etkisini
tam olarak ortaya koyan c¢aligmalara fazla rastlanilmamaktadir. Bu ¢alismanin amaci; P.
ferulacea bitkisinin hepatotoksik etkisinin olup olmadigina bakmak, varsa bu etkinin ER
stresi ve proinflamutuvar sitokinlerle iligkisini incelemek, olusabilecek bu toksisiteye
JWH-133"1in etkisi degerlendirmektir.

Materyal ve Metot: Calismada 8-10 haftalik olan Wistar albino cinsi erkek
sicanlar kullanildi (n=37). Hayvanlar rastgele atama yontemine gore 4 gruba ayrildi:
Grup-1 kontrol grubunu olusturan siganlardan, grup-2 PF hidroalkolik eksrakti (PFE)
enjekte edilen siganlardan, grup-3 PFE ve cannabinoid tip2 reseptor agonisti olan madde
(JWH- 133) enjekte edilen siganlardan, grup-4 ise sadece JWH-133 enjekte edilen
siganlardan olusturuldu. Calisma sonunda siganlar sakrifiye edildi. Kan serumundan ALT
ve AST diizeyleri 6l¢iildii. Karaciger dokusunun yarisindan elde edilen homojenatlardan
ELISA yontemiyle CHOP, GRP78, ATF4, IL-17 ve IL-23 degerlerine bakildi. Alinan
karaciger dokusunun diger yarisinda ise dokular hematoksilen-eozin boyasiyla histolojik
olarak ve Kaspaz-3 boyama yontemiyle de immiinohistokimyasal olarak incelendi.
Sonuclar uygun istatistiksel yontemlerle hesaplandi.

Bulgular: Yaptigimiz ¢alisma sonunda PFE enjekte edilen hayvanlarin viicut
agirligi anlamh olarak diistik bulundu.(p<0.05) Karaciger homojenatlarinda bulunan ER
stresi belirteglerinde (CHOP, GRP78, ATF4) ile IL-17 ve 23’te gruplar arasinda
istatistiksel anlamli fark bulunmadi. Karaciger enzimlerinden ALT ve AST seviyelerinde
yine anlamli fark goriildii(p<0.05). Yapilan immiinohistokimyasal ve histopatolojik
degerlendirmelerde de PFE gruplarinda kaspaz-3 pozitif oldugu ve doku hasarinda
belirgin olarak artig oldugu goriildii (p<0.05). Buna karsin PFE ile birlikte JWH-133
uyguladigimiz hayvanlarda ise doku hasarinda belirgin iyilesme gozlendi (p<0.05).

Sonu¢: Calismamizda Prangos ferulacea bitkisinin histopatolojik olarak
karaciger hasarini belirgin olarak arttirdig1 buna karsin ER stresine belirgin bir etkisinin
olmadig1 bulunmustur. Bunun yaninda olusan hasara kars1 JWH-133"{in iyilestirici etkisi
oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Endoplazmik Retikulum Stresi, Prangos Ferulacea,
Kaspaz-3, JWH-133, Hepatotoksisite.
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ABSTRACT

Protective Effect of Canaboid Type 2 Receptor Agonist(JWH-133) Against Hepatic
Endoplasmic Reticulum Stress Induced by Prangos Ferulacea Extract

Aim: The Prangos ferulacea (PF) plant, belonging to the Apiaceae family, is
grown and widely consumed in many places around the world, including our country.
Although hepatotoxic cases have been reported due to these uses, studies that fully reveal
this toxic effect are not encountered. The purpose of this study was to examine whether
P. ferulacea plant has hepatotoxic effect, and evaluate to the relationship of this effect
with ER stress and proinflammatory cytokines, as well as the effect of JWH-133 on this
toxicity.

Material and Method: Wistar albino male rats, 8-10 weeks old, were used in the
study (n=37). The animals were divided into 4 groups according to the random
assignment method: from the rats forming the group-1 control group, from the rats
injected with the PF hydroalcoholic extract (PFE) group-2, from the rats injected with
PFE and cannabinoid type2 receptor agonists (JWH-133) group-3. Group-4 included rats
injected only with JWH-133. At the end of the study, rats were sacrificed. ALT and AST
levels were measured from blood serum. From the homogenates obtained from half of the
liver tissue, the values of CHOP, GRP78, ATF4, IL-17 and IL-23 were evaluated by
ELISA method. In the other half of the liver tissue removed, the tissues were examined
histologically with hematoxylin-eosin stain and immunohistochemically by Caspase-3
staining method. The results were calculated using appropriate statistical methods.

Results: At the end of our study, the body weight of animals injected with PFE
was found to be significantly lower. (P <0.05) There was no statistically significant
difference between the groups in ER stress markers (CHOP, GRP78, ATF4) and IL-17
and 23. There was a significant difference in terms of ALT and AST levels compared to
that of controls. (P <0.05) In immunohistochemical and histopathological evaluations, it
was observed that caspase-3 was positive in PFE groups and there was a significant
increase in tissue damage (p <0.05). On the other hand, in animals applied JWH-133
together with PFE, there was a significant improvement in tissue damage (p <0.05).

Conclusion: In our study, it was found that Prangos ferulacea plant improved
histopathologically liver damage significantly, but it did not have a significant effect on
ER stress. In addition, JWH-133 has been shown to have a healing effect against damage.

Keywords: Endoplasmic Reticulum Stress, Prangos Ferulacea, Caspase-3,
JWH-133, Hepatotoxicity
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1. GIRIS

Insanlik tarihi boyunca bitkiler yaygin olarak besin maddesi olarak
kullanilmasimin yaninda ¢esitli hastaliklar iyilestirmek amaciyla da kullanilmistir. Bu
durum bitkiler konusundaki merak1 da beraberinde getirmistir. Giinlimiize kadar bitkilerin
kullaniminin artigina paralel olarak bu konuda yapilan aragtirma ve ¢alismalar da biiyiik
artis gostermistir. Bitkiler konusunda yapilan ¢aligmalarin biiyiik ¢cogunlugu bitkilerin
icerdigi maddelerin etkinligi, bu maddelerin varsa tedavi edici 6zelliklerinin varlig1 ve
mekanizmasmin ortaya konulmasi iizerinedir. Bu bitkilerden biri olan Apiacea
familyasina ait Prangos ferulacea bitkisi de tilkemiz dahil olmak iizere diinyanin bir¢ok
yerinde ¢esitli sekillerde kullanilmaktadir. Bu kullanimlar ¢esitli sekillerde besin maddesi
olarak tiiketilmesinin yaninda ¢esitli saglik sorunlarinda da medikal amagli olmaktadir.
Ancak son zamanlarda P.Ferulacea bitkisini ¢esitli yollarla tiiketenlerde karaciger
yetmezligi vakalarinda artis goriilmektedir (1, 2). Ayrica Hakkari yoresinden bu bitkiyi
cesitli yollarla tiiketerek Turgut Ozal Tip Merkezi’ne basvuran yedi vaka tarafimiza
bildirilmistir. Literatiir degerlendirildiginde bu konuda ¢aligma olamadig: goriilmiis ve

bu caligmanin tarafimizca yapilmasi diistinilmustiir.

P. ferulacea, Giiney Iran'da yetisen bir bitki olarak gastrointestinal bozukluklar
icin kullanilan bir tlirdiir. Farscada Jashir, Tiirkcede Caksir gibi isimler tagiyan Prangos
cinsi, iilkenin pek ¢ok bdlgesinde yaygin olarak goriilen 15 tiir igerir. Iran'a ek olarak, bu
cinsin diger tiirleri Dogu Avrupa, Tiirkiye, Kafkasya ve Orta Asya'ya dagilmistir. P.
ferulacea, halk tibbinda gastrointestinal bozukluklarin yaninda sedatif, antienflamatuvar,

antiviral, antihelmintik, antifungal ve antibakteriyel amagl kullanilmaktadir (3).

Endoplazmik Retikulum(ER), protein sentezi, sekresyon ve zar proteinlerinin
tiretilmesi ile katlanmasindan sorumlu olan organellerden biridir (4). Bir hiicrede, ER
kapasitesinin tizerinde patolojik veya fizyolojik durumlarda limende yanls katlanmis ya
da katlanmamis protein birikimi olmasi halinde ER protein yiikiinde bir artis gozlemlenir.
Eger ER protein yiikii, ER katlama kapasitesinden fazla ise bu durum yanlis katlanmis

proteinlerin birikimine sebep olmaktadir. Bu olay ER stresine yol agmaktadir (5).

Endokannabinoid sistem memelilerde agri, iltihap, istah ve psikoaktivite gibi

cesitli faaliyetlerden sorumludur. Sistem bu etkilerini ¢esitli reseptdr ve reseptdr aracil



yolaklardan yaratir. Cesitli dogal veya sentetik maddeler, endokannabinoid sistemde
Kannabinoid tipl (CB1) ve Kannabinoid tip2 (CB2) reseptorlerine baglanir (6). CB1 esas
olarak sinir sisteminde eksprese edilmesiyle birlikte kalp, bagirsak, karaciger gibi ¢esitli
periferik dokularda, endotel hiicreleri ve adipositler gibi hiicrelerde daha az eksprese
edilir (6). CB1; beynin hareket, koordinasyon, duyusal algi, 6grenme ve hafiza, 6diil ve
duygular, hormonal fonksiyon ve viicut sicakligini kontrol eden bdlgelerinde
yogunlasarak bu islevleri yerine getirir (7). CB2 reseptorleri biiyiik 6l¢iide bagisiklik
hiicreleri, bademcikler, dalak ve testiste bulunur. Ayrica, diger dokularda ve hepatik
miyofibroblastlar gibi hiicrelerde de daha az oranda eksprese edildigi goriilmiistiir.
Bulunduklar1 dokulara uygun olarak immiin sistemde ve proinflamasyonda gorevleri
vardir (7).

Son zamanlarda yapilan caligmalarda akut karaciger hasarinda fibrojenik
hiicrelerde eksprese olan CB2 reseptorlerinin aktivasyonu fibrojenik etkiyi azaltarak
karaciger hasarint smirlandirdign goriilmistiir. CB2 reseptor agonistinin hepatosit

apoptozisini azalttigi ve karaciger rejenerasyonunu artirdigi gézlenmistir (8).

JWH-133, CB2 agonisti olan selektif bir maddedir. Cakir ve arkadaslarinin
sicanlarda yaptig1 bir calismada beyin dokusunda okadaik asit uygulanarak olusturulan
hasara bagli olarak artan hiicre apoptozunda etkili kaskat yolaklarin1 aktive eden kaspaz-
3 seviyelerinin JWH-133 uygulanmasiyla azaldigi gosterilmistir. CB2 agonisti olan
JWH-133 maddesinin hiicre apoptozunu azaltma konusunda yarar saglayacagi

diisiiniilebilir (9).

Bu ¢alismanin amaci, Prangos ferulacea bitkisi ekstraktinin hepatositler {izerinde
ER stresi arttirp arttirmadigi, eger boyle bir etkisi varsa olusturacagi karaciger doku

hasari gibi problemleri gidermede CB2 agonisti olan JWH-133"iin etkilerini incelemektir.



2. GENEL BILGILER

Karaciger viicutta homeostazisi saglayan en 6nemli organlardan biridir. Metabolik
islevlerin siirdiiriilmesinin yan1 sira ksenobiyotikler, ilaglar, viral enfeksiyonlar ve alkol
gibi endojen ve ekzojen ajanlarin detoksifikasyonunundan sorumludur. flaglarm ve diger
toksik maddelerin karaciger lizerinde olusturdugu olumsuz etkiler onun anatomik

yerlesimine, fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlarina baglidir (10).

2.1. Karaciger Anatomisi

Karaciger, karin boslugunda bulunan organlardan en biiyiigiidiir. Ortalama
agirlign yetiskin bireylerde 1200-1600gr kadardir. Cocuklarda viicut agirliginin ise
%35 1ni, yetiskinde %2’sini olusturmaktadir. Kizil-kahverengine benzer ve j6le kivaminda
bir yapiya sahiptir. Bag dokusundan yapilmig kuvvetli fibroz bir yapidan olusan Glisson
kapsiilii organi her tarafindan sarar ve karaciger damarlar etrafinda dokunun igerisine
uzantilarii gonderir. Bu fibréz yapi, karacigerin seklini korumakla beraber karaciger

dokusunu lob ve lobiillere ayirir (11).

2.2. Karaciger Histolojisi

Parankim, stroma, siniizoidler ve perisiniizoidal araliklar (Disse araliklari)
karacigerin yapisal elemanlaridir. Parankim, hepatosit(karaciger hiicresi) plaklarindan
olugmaktadir. Bu plaklar alt1 yasina kadar olan bireylerde iki hiicre kalinligindayken
yetiskinlerde tek hiicre kalinligindadir. Siniizoidler ile birbirlerinden ayrilmislardir.
Stroma, bag dokusu formunda olan ayrica glisson kapsiiliiyle devamlilik gésteren yapidir.
Kan damarlari, lenf damarlar, sinirler ve safra kanallar1 stroma igerisinde ilerler.
Siniizoidler (siniizoidal kapiller) hepatosit plaklar1 arasindaki vaskiiler kanallardir.
Perisiniizoidal araliklar (Disse araliklari) ise karaciger hiicreleri ile siniizoid endoteli
arasinda uzanmaktadir. Bu araliklar kanla hepatositler arasinda madde aligverisinin

oldugu alanlardir (12).



2.2.1. Karaciger Lobiilleri

Klasik lobiil birbirine baglanmis hepatosit plak yiginlarindan olugmaktadir.
Lobiilllerden her biri 2,0 x 0,7 mm boyutlarindadir. Altigen seklindeki lobiiliin
merkezinde sinilizoidal kapillerlerin bosaldigi biiylik bir veniil olan santral ven
bulunmaktadir. Hepatosit plaklari, siniizoidler gibi santral venden lobiil disina dogru
uzanirlar. Altigenin koselerinde portal triadlarin varligi ile kendini gosteren gevsek
stromal bag dokusu yapisinda portal kanallar bulunmaktadir. Lobiiliin en dis kisminda
yerlesmis hepatositler tarafindan bu kanallar sinirlandirilir. Bu kanalarin  kenar
kisimlarinda, bag dokusu yapisinda stroma ile hepatositler arasinda periportal bir aralik

olan Mall araligi vardir. Bu kisim karacigerde lenf sivisinin olustugu yerlerdendir
(12)(Sekil 2.1.-Sekil2.2.).

terminal hepatik veniil (santral ven)
hepatik siniizoidler

safra kanah

portal ven

hepatik arter

Sekil 2.1.  Klasik karaciger lobiiliiniin yapist (12)
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Sekil 2.2. a. Lobiiliin hekzagonal yapisi, b. Lobiil kesiti (13)

Karaciger Asiniisii

Karaciger Asiniisli, bu bolgenin patolojilerini acgiklamada onemli bir yapidir.
Eskenar dortgen seklinde goriiniim gostermekle beraber karaciger parankiminin en ufak
islevsel yapisin1 olusturur. Insan karacigerinde toplam 50.000-100.000 adet
bulunmaktadir (14, 15). Hepatik lobiil, Kiernan tarafindan klasik lobiil olarak tanimlanan

hepatik lobiil histolojik olarak {i¢ zona ayrilmistir:

Zon 1 (periportal zon): Bu boliim klasik lobiillerin disina karsilik gelmektedir.
Kisa eksene portal venin ve hepatik arterin dallarindan gelen kan destegine en yakin olan

bolumdir.

Zon 2 (ara zon): Birinci ve tgiincli zonlar arasinda yer almaktadir ancak fazla

belirgin sinirlari yoktur.

Zon 3 (perisentral zon): Bu bdlge, klasik lobiiliin terminal hepatik veni

cevreleyen merkezidir. Terminal hepatik vene yakin olan ve kisa eksenden en fazla uzak
olan bolgedir (16) (Sekil 2.3.).

Zonlar, hepatositlerin kanlanmas1 ile iligkili olarak karaciger dokusunda
dejenerasyon, rejenerasyon ve spesifik toksik etkilerin tanimlanmasi ve yorumlanmasi

asamalarinda 6nem arz etmektedir. iskemik durumlara ve toksik maddelere maruz



kalinmasi nedeniyle olusan karaciger hasarmmin dagilimi, bu zonlara bakilarak

aciklanmaktadir (16).
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Sekil 2.3. Karaciger asiniisii (12)

2.2.2. Hepatositler

Karacigerde bulunan hiicrelerin yaklasik %80’ini olustururlar. Lobiiliin
anastomozlasan hiicre plaklarini olustururlar. Cekirdekleri kiire seklinde genisce olup ve
hiicrenin merkezindedir. Yetigkin karacigerindeki ¢ogu hiicrede ¢ift ¢ekirdek bulundugu

gorilmistiir (17).

Kupffer Hiicreleri

Monositlerden koken alan makrofaj 6zellikli hiicrelerdir. Transmisyon elektron
mikroskobu ve tarama elektron mikroskobu (SEM) bu hiicrelerin siniizoid désemesinin
bir pargasi olduklarin1 gostermektedir. Ferritin formunda demirin ve kirmizi kan hiicre
bilesenlerinin bu hiicrelerin sitoplazmalarinda bulunmas1 Kupffer hiicrelerinin dalaktan
karacigere dogru gelen hasarli ya da yaslanmis kirmizi kan hiicrelerinin ortadan

kaldirilmasinda gorev yapabileceklerini diisiindiirmektedir. Ayrica bunun yaninda



hemoglobini metabolize etmek, immiinolojik olaylarla iliskili proteinleri salgilamak,

kalin bagirsaktan portal kana karigan bakterileri yok etmektir (17).

Ito Hiicreleri (Yag Depolama Hiicreleri)

Bu hiicreler endotelyal hiicre katmaninin alt kisminda, Disse araliginda lokalize
olmustur. Endotelyal hiicrelere yapisik ya da hepatositlerin mikrovilluslari igerisine
gomiilidiirler. Endotel tabakasinin alt kisminda ve sinozoidlerde uzun sitoplazmik
cikintilar1 sahip, hepatositler arasinda iletisim kuran hiicrelerdir. Bununla birlikte sinir
sonlanmalar1 sayesinde birbirleriyle de baglant1 kurarlar. Bu hiicrelerde A vitamininden

zengin lipit ¢okeltileri bulunur (18).

2.3. Karaciger Fizyolojisi

Karaciger, metabolizma, depolama, detoksifikasyon ve immiin sistemle ilgili
birgok fizyolojik islevde gorev alir. Asil gorevi viicuttaki biitiin hiicreler igin enerji
substratlar1 saglamaktir. Bununla birlikte bazi vitamin ve minerallerin yaninda

karbonhidratlar1 glikojen seklinde depolayabilir (14).

2.3.1. Metabolizma

Karacigerin karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasindaki asil gorevleri

sunlardir:

Karbonhidrat Metabolizmasi

- Glikojen depolanmasi ve yikimi

- Glikoneogenez

- Galaktoz ve fruktozun glikoza doniistiiriilmesi

- Karbonhidrat metabolizmasinin ara {iirlinlerinden énemli baz1 kimyasallarin

olusumu



Yag Metabolizmasi
- Karbonhidrat ve proteinlerden yag olusumu
- Yag asidi oksidasyonuyla enerji sentezi

- Kolesterol, fosfolipit ve lipoprotein liretimi

Protein Metabolizmasi
- Plazma proteinlerinin {iretimi
- Aminoasitlerin deaminasyonu

- Ure olusumuyla amonyagin viicuttan uzaklastiriimasi (19).

2.3.2. Detoksifikasyon

Karaciger, bircok uzaklastirma ve detoksifikasyon reaksiyonlarina katilir.
Karacigerin bu koruyucu yetenegi, ilag lizerindeki islevsel gruplarin ve Kkimyasal
bilesiklerin oksidasyonunu, indirgenmesini ve hidrolizini (Faz 1) ve / veya
konjugasyonunu (Faz Il) katalize etme ozelligi olan ¢ok farkli ksenobiyotik
biyotransforme enzimlerin ekspresyonundan meydana gelmektedir.  Bu enzim
sistemlerinin biiyiik bir ¢ogunlugunun genis substrat spesifisitesi, izoenzim ¢oklugu ve
indiiklenebilirligi ile giinliik olarak maruz kaldigimiz ortamdaki bir¢ok farkli kimyasal
maddeleri islemek icin 6zellikle iyi adapte olur. Bu konuda amonyak ve etanoliin

uzaklastirilmasi en 6nemli 6rneklerdendir (20).

2.3.3. immiin Islevler

Kupffer hiicreleri, karacigerde bulunan spesifik fagositik makrofajla intestinal

bakterileri i¢lerine alirlar ve yok ederler (14, 15).

Her ne kadar karaciger islevleri metabolik, detoksifikasyon, depolama gibi
smiflara ayrilsa da hepatositlerin metabolik islevleri zonlara goére farklilik
gosterebilmektedir. Bu ylizden patolojilerin tanimlanmasinda zonlar biiylik oranda

kullanilmaktadir.



Zon 1 (periportal zon) bolgesinde oksidatif enerji metabolizmasi, aminoasit
katabolizmasi, glikoneogenez, kolesterol sentezi, f oksidasyonu, safra olusumu 6ncelikli

olarak gerceklesirken;
Zon 2, zon 1 ve 3’iin iglevsel olarak ara zonu olarak bulunur.

Zon 3 (perisentral zon) bolgesinde glikoliz, glikoneogenez, lipogenez, ketogenez,

glutamin olusumu, ksenobiyotik metabolizmasi gibi olaylar gergeklestirilmektedir (19).

2.3.4. Karaciger Enzimleri

Aminotransferazlar karacigerde hiicre nekrozu ve dejenerasyonunun tespitinde
siklikla kullanilan enzimlerdendir (21, 22). Bu enzimler; Aspartat aminotransferaz (AST),
Alanin aminotransferaz (ALT), Gama glutamil transpeptidaz (GGT), Alkalen fosfataz
(ALP) gibi spesifik enzimlerdir.

ALT enzimi, karaciger hiicresi igerisinde yalnizca sitoplazmada bulunan
enzimlerdendir. Bu enzim, diger bazi dokularda diisiik diizeylerde bulundugu icin

kandaki yiiksek seviyeleri karacigerde olusmus bir hasar1 diistindiirebilmektedir (21, 22).

AST, daha fazla karaciger, beyin, kalp kasi, iskelet kas1 ve bobrekte bulunan bir
enzimdir. Karaciger, kas ve kalp hiicrelerinde olusan doku hasar1 ve travma durumlarinda

kandaki seviyeleri kisa zamanda artmaktadir (23).

ALP; karaciger, bobrek, kemik ve plasentada yiiksek miktarda bulunmaktadir
(24). ALP, karaciger hiicrelerinin siniizoidal yiizeylerinde ve safra kanalindaki
mikrovilluslarda bulunmaktadir (21). ALP artisinda ilk olarak bu artisin kaynaginin
belirlenmesi gerekmektedir. Karaciger kaynakli ALP diizeyinin dort kat ve daha fazla

artmasi kolestaz varligini gostermektedir (25).

GGT, baz1 hiicrelerin dis kisminda bulunan ve aminoasit reaksiyonlart sonucu
aciga ¢ikan gama glutamil artiklarinin transfer tepkimelerini katalizleyen bir enzimdir.
Serum GGT’nin en biiyiik kaynag: karaciger olmakla birlikte beyin kapillerinde, safra
epitelinde ve bobrek tubiillerinde biiyiik miktarda sentezlenir (26).

LDH viicuttaki bir¢ok dokuda bulunan sitoplazmik bir enzimdir. Serumda

LDH’nin bes izoenzim formu bulunur ve bunlar cesitli elektroforetik tekniklerle



ayrilabilir (4). En yavas go¢ eden bant karaciger kdkenli izoenzimi ifade eder (7,8). Bu
test, karaciger patolojileri i¢in aminotransferazlar kadar hassas degildir ve izoenzim
analizi kullanilsa bile, tanisal Ozgiilliigii disiiktiir. Hemoliz belirteci olarak daha
faydalidir (4). Ozellikle iskemik hepatiti viral hepatitten ayirt etmek icin kullanilir.
Iskemik ve toksik hepatitlerde LDH diizeylerinde genellikle belirgin artis gdzlenir (27).

ALT ve AST diizeyleri, hepatik hasarin neredeyse tiim ¢esitlerinde artabilir. 3
kattan daha az olan yiikselisler ¢ogunlukla karaciger yaglanmasi (steatozis) yada kronik
viral hepatitlerde gzlemlenirken, 3-20 Kat yiikselisler akut hepatit yada kronik hepatitin
akut alevlenmelerinde goriiliir. 20 kat ve istiindeki yiikselmelerse agir hepatoselliiler
nekrozu gosterir ki genel olarak ila¢ yada diger kimyasallardan kaynakli toksik reaksiyon,
sok ve ciddi viral hepatitte goriiliir. Ciddi hepatosit ytkiminin goériildiigii agir karaciger
hastaliginda, enzim salgilayacak kadar hiicre kalmadigindan ALT ve AST degerleri
normal goriilebilir. ALT ve AST, karacigerin yaninda iskelet kasi, kalp kasi, beyin ve
bobrekte de bulunur. ALT, karaciger igin daha spesifik bir enzimdir (28).

2.4. Hepatotoksisite

Karacigerde olusan dejenerasyon ve fonksiyon bozuklugu hepatotoksisite olarak
adlandirilmaktadir. Birgok olumsuz neden karaciger hasarmi olusturabilir. Tlaca bagh
karaciger hasar1 (IBKH) karaciger islev bozuklugunun en énemli nedenlerinden biridir.
Ayrica cinsiyet, yas, beslenme, hepatit B, hepatit C, alkol ve ilaglarin birlikte aliminin

hepatotoksisitede etkin oldugu bilinmektedir (29).

2.4.1 Bitkisel Hepatotoksisite

Bitkiler birgok agidan geleneksel ilaglardan farklidir. Genel olarak, tek bir
farmakolojik ajandan ziyade tipik olarak saf olmayan formlarda ve diisiik dozlarda
bulunan bilesenlerin karigimlarindan olusurlar. Ayrica, bitkisel preparatlar genellikle
birincil ajan ile yakindan iliskili bilesenler icerir ve bunlar ana ajanin terap6tik kullanimi
icerisinde kendi etkilerini  gOsterebilirler. Botanik yanlis tanimlama, iiriin
kontaminasyonu veya karigtirilmasi, bitkilerin toplanmas: ve ekstraksiyon islemlerinde

yanlis uygulamalar gibi nedenler bitkilerden zehirlemenin nedenleri arasindadir (30).
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Karaciger, bitkisel hepatotoksisite i¢in benzersiz bir risk altindadir, ¢iinkii ilag
biyotransformasyonu i¢in dnemli bir bolgedir. Artan sayida bitkisel ilacin potansiyel
olarak hepatotoksik oldugu rapor edilmistir ve bir dizi farkli mekanizmanin dahil oldugu
goriilmektedir. Bu nedenle, pirolizidin alkaloidleri, kronik, formlarinda fibroz ve siroz ile
karakteristik ~ veno-okliizif hastalik ile sonuglanan dogrudan doza bagimli
hepatotoksisiteye neden olur. Bitkilerin yapisinda bulunan bazi maddeler endoplazmik
retikulum stresi, sitokrom P450°nin biyoaktivasyonu, oksidatif stres, mitokondriyal hasar
gibi apoptozise neden olan patojenik mekanizmalar bu hepatotoksik etkinin olusmasina
neden olabilir (30).

2.5. Endoplazmik Retikulum Stresi

Endoplazmik retikulum (ER), protein sentezi, sekresyon ve zar proteinlerinin
tiretilmesi ile katlanmasindan sorumlu olan organellerden biridir (4). Bir hiicrede,
hiicrenin kapasitesini asan liimende katlanmamig olan ya da bir sekilde yanlis katlanmig
protein birikimi meydana gelmesi halinde ER protein yiikiinde bir artig gézlemlenir. Eger
ER protein yiikii, ER katlama kapasitesinden fazla ise bu durum yanlis katlanmig

proteinlerin birikimine sebep olmaktadir. Bu olay ER stresine yol agmaktadir (5).
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Tablo 2.1. ER stresini uyaran etkenler (31)

Hipoksi, iskemi, reperfiizyon

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artmasi, oksidatif stres
Metabolik degisiklikler

Glukoz eksikligi veya hiperglisemi

Besin ve metabolit artisi

Hiicre igi kolesteroliin artigi

Doymus yag asidi artist

Hiicre igi fosfolipitlerin azalmasi

Kolesterol/fosfolipit oraninin artmasi

Metabolik hiz artis1

ATP’nin azalmasi

Hiperhomosisteinemi

Viral enfeksiyonlar

Hiicre i¢i kalsiyum iyonu konsantrasyon degisiklikleri
ER kalsiyum deposunun bosalmasi

Protein sentezi ile ilgili degisiklikler

Protein sentezinin artisi

Mutant ve/veya yanlis katlanmis protein yiikiiniin artisi

Posttranslasyonel modifikasyon bozukluklar1 (Protein glukozilasyonunun veya disiilfid

bagi olusumunun bozulmasi)

Mitokondri hasari

Hiicre i¢i demir iyonu yiikiiniin artis

Diger metal intoksikasyonlar1 (kadmiyum, civa, nikel, kobalt, lantan)
Deneysel (Tunikamisin, tapsigargin, doymus yag asitleri, glukoz, DTT,

merkaptoetanol, BSA, H202)) (31)
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ER stresi, bir sinyal iletim yolu olan ve katlanmamis protein yanit1 (UPR-unfolded
protein response) olarak isimlendirilen uyarlamali bir yanit1 tetikler. Bununla birlikte
kronik ER stresi altinda UPR, apoptoza yol acan sinyalleri ortaya cikararak hiicre
Oliimiine neden olabilir ya da asagida aciklanacak yolaklar sayesinde ER stresiyle bas
edip hiicrede gerekli degisiklikleri yaparak hiicrenin saglikli yasamina devam etmesini
saglayabilir (32).

UPR, hatali katlanmis proteinlerin varligini tespit eden sinyal yolaklarindan
olusmaktadir. UPR’nin aktivasyonu PERK (pankreatik ER kinaz (PKR)-benzeri ER
kinaz), ATF 6 (ATF 6 / Aktive edici faktor 6) ve IRE1 (IRE1/ Inositol-requiring enzyme
1) olarak isimlendirilen ii¢ farkli ER stres sensorii tarafindan ayarlanmaktadir. PERK
(protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase), ER stres sinyalizasyonunda
onemli role sahiptir. PERK yolu ile UPR cevap genlerinin upregulasyonu saglanir ve
hatali proteinlerin birikimi ile protein translasyonu azaltilir (33). PERK proteinlerin
iretimindeki artis nedeniyle elF2a (elF2o/6karyotik baslangic faktorii 2a)’y1 ATF4
(aktive edici transkripsiyon faktor 4) yoluyla mitokondriyal apoptozu kontrol eden
proapoptotik transkripsiyon faktorii olan CHOP’u (C/EBP homologous protein /CCAAT
/enhancer binding protein homologous protein) uyarir (34). CHOP’un gii¢lii uyarilmasi
hiicrenin biiyiimesinde duraklamaya ve apoptozise sebep olmaktadir. Bu nedenle CHOP,
ER stresinde hiicrede apoptozisin aktive olmasinda 6nemli rol oynar. ATF4 birgok hiicre
cesidinde fazla miktarda eksprese edilir. Ama ER stresi sirasinda eIF2a fosforile olmadan
etkin bir bigimde translasyonu gergeklesemez (35). ATF6 ise ER stresi ile karsilasilinca
posttranskripsiyonel modifikasyona ugrar ve ER katlama kapasitesini yiikselterek bu

duruma kars1 korunma saglanmaya caligir (36).

ER stresine kars1 koruyucu etkisi olan bir bagka protein de glikozla diizenlenen
protein 78(GRP78) yada diger adiyla immunoglobin baglayic1 protein (BIP)’dir.
Proteinin ER’ye taginmasinin regiile edilmesi, protein katlanmasinin yapilmasi, kalsiyum
baglanmasi, apoptozisin regiile edilmesi, UPR cevabimin olusturulmasi, protein kalite
kontroliiniin test edilmesi, protein katabolizmasimin olusturulmasi GRP78’in baslica
gorevlerindendir (37). GRP78, monomerik veya dimerik formda bulunur. Monomerik
formu sekil-1’de goriildiigii lizere saperon islevini yerine getirmektedir. GRP78,
endoplazmik retikulumun disinda ¢ekirdek ile mitokondride de yer almaktadir.

endoplazmik retikulumda kalsiyum diizeyinin diismesi ve glikozillenmemis proteinlerin
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artmasi gibi stres durumlarinda hiicre yagsaminin devam ettirilmesinde GRP78 6nemli bir

pozisyondadir (4, 38, 39).

Redoks durumunun bozulmasi

Katlanmams proteinlerin bl"kllr‘ll Kalsiyum homeostazisinin degisimi
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Sekil 2.4. Endoplazmik retikulum (ER) stres mekanizmalar: (40)

Yaptigimiz literatiir taramasinda yayinlarin biiylik kisminda ortaya konulan
olumlu etkilerinin aksine P. ferulacea’nin ekstraktindan izole edilen bir kumarin olan
ostollin insan karaciger hiicre kiiltiiriine uygulanmasiyla hiicre canliliginin azaldigi,
apoptoz oraninin arttig1 ve oksidatif stresin hiicre i¢i markerlarinin degistigi gorilmiistiir.
Bununla birlikte ostol; Bcl-2, Bax, Kaspaz-3/-8/-9 gibi apoptozla ilgili protein
seviyelerini arttirmigtir. Bunun yaninda ostolun endoplazmik retikulum (ER) stres
proteinlerinin (GRP78/BIP, CHOP, Kaspaz-4, IREla, PERK, c-Jun N-Terminal
Kinase(JNK), Phospho-c-Jun N-Terminal Kinase (P-JNK) ve ATF4) seviyelerini
arttirdign gortilmiistiir (41, 42). P.Ferulacea bitkisi hepatotoksik etkisini igeriginde
bulunan ostol ve buna benzer maddeler araciligiyla karaciger hiicrelerinde ER stresini

arttirarak gosteriyor olabilir.
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2.6. Sitokinler

Dogal bagisiklik sistemi hiicrelerinin  farklt  patojenlerle karsilasinca
olusturduklart 6zel sitokinlerin varliginda T hiicre reseptorleri ile birlikte (TCR) (sinyal
1) kostimulatuar molekiillerin (sinyal 2) etkilesmesiyle, CD4+ T hiicrelerinin efektér T
hiicrelerine doniismesi baslar. Interferon y (IFNy) ve IL-12, yiiksek miktarda IFNy
salgilayan ve hiicre icindeki patojenlerin temizlenmesinde aktif rol istlenen Thl
hiicrelerine doniismeyi baslatir. Th2 hiicrelerinin farklilasmasinda IL-4 gorev alir. Th2
hiicreleri de I1L-4, IL-5, IL-9 ve IL-13 salgilayarak hiicre dis1 patojenlerin yok
edilmesinde, alerjik reaksiyonlarla miicadele edilmesinde aktif rol alir ve B hiicrelerinin

spesifik antikor {iretimine katkida bulunur (43).

2.6.1. Interlokin-17(1L-17) ve Interl6kin-23(1L-23)

IL-17, T yardimci hiicreleri (CD4 + T hiicreleri), sitotoksik T hiicreleri (CD8 + T
hiicreleri), ¢ift negatif (CD4 — CD8 — CD3 +) T hiicreleri, gama-delta T hiicreleri de dahil
olmakla birlikte bir¢ok T hiicre alt birimleri tarafindan ve buna ek olarak dogal 6ldiiriicti
(NK) hiicreler ve noétrofiller tarafindan tiretilip salgilanmaktadir. Daha gok IL-17 iireten,
ama IL-4 ya da IFNy iiretmeyen yeni bir CD4 + T hiicresi alt kiimesi Th17 hiicreleri
olarak isimlendirilmistir. IL-17’nin bir¢ok etkisi mevcuttur ve birden ¢ok hiicre tipine etki
etmektedir.(60)

IL-17 reseptorlerinin immiin hiicrelerinin yaninda epitel ve endotel hiicrelerinde
de ekspresyonu yapilmaktadir. Bu reseptorlerden ulasan IL-17 sinyalleri, inflamasyonlu
doku igine monositlerin ve nétrofillerin birikmesine neden olan kemokinlerin (IL-8,
monosit kemoatraktan protein-1, biiyiimeyle iliskili onkojen protein-alfa) ekspresyonunu
arttirmaktadir. Bunun yaninda IL-17, hiicreler arasi yapisma molekili 1 (ICAM-1)

tiretilmesini diizenleyerek T-hiicresi infiltrasyonunu tetiklemektedir.(60)

Sitokinlerden IL-12 ailesinin bir alt iiyesi olan IL-23, ilk kez 2000 yilinda; 1L-12
ile ortak olarak bir adet de p40 alt birimi ve bir adet p19 alt biriminden olusan heterodimer
bir yap1 olarak bulunmustur. interlokin-23 ve Th17 hiicreleri arasindaki durumu ortaya
koyan kanitlardan birisi de IL-23’iin aktif T hiicrelerinden IL-17 ekspresyonunu

yiikseltmesidir (44). Interlokin-23 reseptdrii (IL-23R) naif T hiicrelerinde yer
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almamaktadir. 1L-23 reseptoriiniin, aktiflestirilmis veya hafiza T hiicre mevcudunun
iistiinde salgilandig1 belirtilmistir (43). Th17 degisimini gergeklestiren sitokinlerin (IL-6,
TNFa ve IL-21) kesfedilmesi sonrasinda IL-23’iin Th17 hiicrelerine doniisme siirecinin
ilk asamalarina girmedigi bulunmustur. IL-23, Thl7 hiicrelerinin doniisiimiiniin
tamamlanmasinda ve hiicrelerin aktif olarak kalmasinda rol alir. Bunun yaninda IL-23
proinflamatuar diizenleyici sitokinlerin salinimini tetikleyebilir ve Th17 hiicrelerinden
IL-10 benzeri antiinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu inhibe edebilir (45). Fakat IL-
23R’in T hiicrelerinde hangi yogunlukta ve hangi zamanda iiretildigi, bunun T hiicre

islevlerine etkisi tam olarak bilinmemektedir (45).

IL-12R

IFN-y
i

“ IL-23R e
Macrophi g
acrophage Y g / o

-2 IL-6 IL-8
> 1m7m > INF
Endothehal cells oy
- Stromal cells
Dendrtic -1 Epithelial cells
o L-23 IL-23R IL-8 Fibroblast cells
ced \ v y

inflamatuvar cevap

Macrophage

Sekil 2.5. IL-17 ve IL-23’iin inflamatuvar yanittaki rolleri (46).

2.7. Apiaceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Apiaceae(Umbelliferae) bitki ailesi ilkin on altinci yiizyilda farkli ¢igeklenme
formu ile Cin ve Eski Roma’da botanikgilerin dikkatini ¢ekmistir ve bu familyaya ait
cesitli droglar kullanilmigtir. Biiyiikk kismi iliman bolgelerde yayilan kozmopolit bir
familya 6zelligine sahip ve bugiin diinyada bilinen 464 cins ile yaklagik 3700 tiirii
bulunan Apiaceae familyasi, biiyiik bir familyadir (47). Ayrica ekonomik degere sahip,
tilkemizde de 105 ¢esidi ve 485 tiirli bulunan bu familyanin meyveleri kapali, kuru ve
yarik sizokarp seklindedir (48). Tek yillik, iki y1llik veya ¢ok yillik olabilen bu familyanin
bitkileri otsu, odunsu ya da dikenli yapisina ve basit veya bilesik umbella yapisinda

ciceklere sahiptir (49).
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2.7.1. Prangos Ferulacea’min Genel Ozellikleri

Prangos (Umbelliferae) cinsi, diinyada 28 tiir bulundurmaktadir. Iran-Turan
fitocografik bolgesi en dnde gelen farklilasma yeridir. Ulkemizde bulunan takson sayisi

19 olmakla birlikte bunlardan 11 tanesi endemiktir (50).

Apiaceae familyasindan Prangos ferulacea Giiney iran'da yetisir. Bu bitki Iran
bitkisel ilaglarinda agirlikli olarak gastrointestinal bozukluklar i¢in kullanilan bir tiirdiir.
Farsgada Jashir, Tiirkcede Caksir gibi isimler tasiyan Prangos cinsi, iilkenin pek c¢ok
bolgesinde yaygin olarak goriilen 15 tiir icerir. Iran'a ek olarak, bu cinsin diger tiirleri
Dogu Avrupa, Tirkiye, Kafkasya ve Orta Asya'ya dagilmstir. P. ferulacea, halk tibbinda
gastrointestinal bozukluklarin yaninda sedatif, antienflamatuvar, anti-viral, antihelmintik,
antifungal ve antibakteriyel amagl kullanilmaktadir. Monoterpenler, seskiterpenler,
kumarinler, flavonoidler, alkaloitler, tanenler, saponinler ve terpenoidler bu bitkide
tanimlanan bazi 6nemli bilesiklerdir. P. ferulacea'nin yaglarmin (hem meyve hem de
yapraklardaki esansiyel yaglari) monoterpen, 6zellikle a-pinen ve B-pinen bakimindan
zengin oldugu gosterilmistir. Bu bilesenlerin bazilar1 oksidatif strese karsi antioksidan

etkiye sahiptir (3).

Resim 2.6. Prangos Ferulacea Bitkisi

Dogu Anadolu’da 6zellikle Erzurum yoresinde P. ferulacea’nin aromatik yaprak

ug kisimlart peynirde aroma olarak kullanilir; ayrica sap1 sindirim sistemi diizenleyici,
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antidiyabetik ve antihipertansif ajan olarak da tiikketilmektedir. Bunun yaninda tilkemizde
P. ferulacea, degerli besin 6zellikleri nedeniyle hayvan yemi olarak da kullanilmaktadir
(51).

2.8. Endokannabinoid Sistem ve Reseptorleri

Endokannabinoid sistem memelilerde agri, iltihap, istah ve psikoaktivite gibi
cesitli fonsiyonlardan sorumlu olan sistemdir ve bu etkilerini ¢esitli reseptor ve reseptor
aracili yolaklardan olusturur (52). Birgok dogal veya sentetik madde, endokannabinoid
sistem reseptorlerine baglanir. Organik fosfor bilesikleri ile ilgili yapilan son ¢aligmalar,
bu bilesiklerin endokannabinoidlerin pargalanmasindan sorumlu olan yag asidi
monoasilgliserol lipaz ve amid hidrolaz tizerinde direkt etki ettigini gostermistir. Ana
etken maddesi delta-9-tetrahidrokanabinol olan marihuana veya kenevir, kannabinoid tip-
1 reseptorii (CB1) ve kannabinoid tip-2 reseptdrii CB2 olarak adlandirilan G proteini

bagimli iki tane membran reseptoriinii aktive eder (6).

CBI1, hareket, koordinasyon, duyusal algi, 6grenme, hafiza, duygular, hormonal
fonksiyon ve viicut 1s1sin1 kontrol eden beyin alanlarinda yogunlagmistir ve bulundugu
bolgelere uygun islevleri yerine getirir. Bununla birlikte cerebellum i¢inde diisiik
miktarlarda bulunurken, hipokampiis ve beyin korteksinde yiiksek yogunlukta bulunur.
Buna karsilik, CB2 biiylik 6lclide bagisiklik hiicreleri, bademcikler, dalak ve testiste
bulunur. Ayrica, diger dokularda ve hepatik miyofibroblastlar gibi hiicrelerde de daha az
oranda eksprese edildigi goriilmiigtiir. Bulunduklari dokulara uygun olarak

proinflamasyon ve immiin sistemde gorevleri vardir (7).
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Sekil 2.7. CB2 Reseptorlerinin Karaciger ve Bobrek ile liskisi (53)

Karacigerle ilgili son donemde yapilan galismalarla akut ve kronik hasardan sonra
hem Kupffer hiicrelerinin hem de karaciger fibrojenik hiicrelerinin uyarildigi ve bununla
birlikte hiicrelerde CB2 reseptor miktarinin arttigi gosterilmistir. S6z konusu hiicrelerin
uyarilmasi karacigerde fibrojenik etkiye neden olmaktadir. Teixeira ve arkadaslarinin
yaptiklar1 bir caligmada akut karaciger hasarinda fibrojenik hiicrelerde CB2
reseptorlerinin aktivasyonu fibrojenik etkiyi diislirerek karaciger hasarini azaltmistir.
Arastirmada sonu¢ olarak CB2 reseptor agonistinin karaciger hiicresi apoptozisini
azalttigr ve karaciger rejenerasyonunu artirdigi bulunmustur (8). Bu bilgiler 1s18inda
P.Ferulacea bitkisinin hepatositler iizerinde ER stresi arttirarak olusturacagi problemleri

gidermenin CB2 agonisti olan maddelerin kullanimiyla miimkiin oldugu diisiiniilebilir.

JWH-133, CB2 agonisti olan selektif bir maddedir. Cakir ve arkadaslarinin
sicanlarda yaptig1 bir calismada beyin dokusunda okadaik asit uygulanarak olusturulan
hasara bagli olarak artan hiicre apoptozunda etkili kaskat yolaklarini aktive eden kaspaz-
3 seviyelerinin JWH-133 uygulanmasiyla azaldigi gosterilmistir (9). Bu veriye bakilarak
CB2 agonisti olan JWH-133 maddesinin hiicre apoptozunu azaltma konusunda yarar

saglayacag diisiiniilebilir.
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Sekil 2.8. CB2 Reseptor Agonisti JWH-133"{in Kimyasal Yapisi (54)

Yukaridaki bilgiler 1s18inda P.Ferulacea bitkisinin igeriginde bulunan bazi
maddelerin hepatositler {izerinde ER stresi arttirarak olusturacagi karaciger doku hasari
gibi problemleri gidermede CB2 agonisti olan maddelerin (JWH-133 gibi) yardimci

olabilecegi diisliniilmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deney Hayvanlari ve Deney Planinin Olusturulmasi

Calismaya baslamadan énce Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Etik Kurulu 2019/A-34 arastirma protokol numarali onay alindi. Calismada 8-10 haftalik
olan Wistar albino cinsi erkek siganlar kullanildi (n=40). Deney sirasinda P. ferulacea
ekstrakti (PFE) grubundan iki, P. Ferulacea ekstrakti + JWH-133(PFE+JWH-133)

grubundan bir olmak {izere toplam ii¢ hayvan dlmiistiir.

Siganlar iizerinde yapilan uygulamalar Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi’nde yapildi. Deney siiresince sicanlar
kafeslerde 20+2°C sicaklikta, uygun nemde ve 12 saat gece-giindiiz dongiisii saglanmis

ortamda barindirilarak ad libitum ile beslendi.

3.2. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Hayvanlar rastgele atama yontemine gore 4 gruba ayrildi. (n=10). Daha 06nce
yapilmis olan ¢alismalar 6rnek alinarak GRP78 diizeylerindeki degisimin anlamli
cikabilmesi i¢in %95 giiven araliginda (0=0,05) ve %80 gii¢ (f=0,20) ile karsilastiriimasi
icin etki biiylikligi 0,5989 olarak Ongoriildiigiinde grup basma alinmasi gereken
minimum hayvan sayisi 10 (on) olarak hesaplanmistir (55, 56). Hayvanlar bir hafta uyum

programina alindi.
1.Grup: Kontrol-sham grubu (n =9)
2.Grup: Sadece JWH-133 maddesi enjekte edilen gruptur. (n=10)
3.Grup: P.ferulacea ekstrakti ve JWH-133 maddesi enjekte edilen gruptur. (n=9)

4.Grup: P.ferulacea ekstrakti enjekte edilen gruptur. (n=9)
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3.2.1. Hayvanlarm Agirhklarmimn Olgiimleri

Hayvanlar ¢alismaya baslamadan 6nce, bir hafta sonra ve ¢alisma sonlandirmadan
once biitiin gruplardaki hayvanlar i¢indeki bulunduklar1 kabin darasi alinarak tartildi.

Elde edilen veriler not edilerek Excel’e aktarildi.

3.2.2. Deney Siireci ve Protokolii

Kontrol-sham grubundaki (grup-1) sicanlara normal bakimi devam edilerek
calisma sonuna kadar fosfat tamponu (PBS) ve dimetil siilfoksit (DMSO) ile hazirlanan
tasit ¢cozelti (PBS(%95)+DMSO(%5)) giinliik sican basina 1ml intraperitoneal olarak
enjekte edilmistir. Tablo 3.1’de gosterildigi iizere grup-2 kapsamindaki si¢anlara
caligmanin 5’inci giiniinden sonra 1 mg/kg/glin dozunda %5°lik DMSO i¢inde ¢oziilen
ve fosfat tamponunda %99 seyreltilen JWH-133 maddesi intraperitoneal olarak enjekte
edildi. Grup-3 deki hayvanlara yine %6 yogunlukta serum fizyolojik i¢inde ¢Oziilmiis
P.ferulacea’nin hidroalkolik ekstrakti 250 mg/kg/giin dozunda intraperitoneal olarak
enjekte edilirken bunun yaninda ¢alismanin 5’inci giiniinden sonra DMSO (Sigma
Aldrich, USA) iginde ¢oziilen ve fosfat tamponuyla %99 seyreltilen JWH-133 (Axon
Medchem, USA) maddesi 1 mg/kg/giin dozunda intraperitoneal olarak enjekte edildi. Son
grubumuz olan grup-4 deki hayvanlara ise %06 yogunlukta serum fizyolojik icinde
¢oziilmiis P.ferulacea’nin hidroalkolik ekstrakti 250 mg/kg/giin dozunda intraperitoneal
olarak enjekte edildi (6, 57-59). (Sekil 3.1.,Sekil 3.2.)
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Tablo 3.1. Siganlara uygulanan islemler

Gruplar Hayvan | Uygulanan madde ve Dozu | Uygulama Yapilan Giinler
Sayisi
Grup- 9 Tasit ¢ozelti 14 giin
1(Kontrol- (PBS(%95)+DMSO(%5))
sham)
Grup-2 10 1 mg/kg/giin JWH-133 Calismanin son 9 giiniinde
Grup-3 9 250 mg/kg/giin PFE 14 giin
1 mg/kg/giin JWH-133 Calismanin son 9 giiniinde
Grup-4 9 250 mg/kg/giin PFE 14 giin
KONTROL-SHAM GRUBU
0.GUN 5.GUN 14.GUN
Tasit Cozelti
JWH-133 GRUBU
0.GUN 5.GUN 14.GUN
Uygulama Yok - 1 mg/kg/giin JWH-133
PFE + JWH-133 GRUBU
0.GUN 5.GUN 14.GUN
250mg/kg/giin PFE - 250mg/kg/giin PFE + 1 mg/kg/giin JWH-133
PFE GRUBU
0.GUN 5.GUN 14.GUN
250mg/kg/giin PFE

v

Sekil 3.1. Sicanlara uygulanan islemlerin zaman ¢izelgesi
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Sekil 3.2. Sicanlara uygulanan enjeksiyon islemi.

3.3. P.Ferulacea Bitkisinin Ekstraktinin Elde Edilmesi

Hakkari yoresinden toplanan ve Indnii Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmasotik Botanik Anabilim Dali’ndan Prof. Dr. Turan ARABACI tarafindan
tanimlanip herbarium O6rnegi alinarak uygun sartlarda kurutulan Prangos ferulacea
bitkisinin hidroalkolik ekstrakti Bingdl Universitesi Is Saglig1 ve Giivenligi Boliimii
ogretim {iyelerinden Dog. Dr. Ibrahim Halil GECIBESLER tarafindan uygun kimyasal
yontemler kullanilarak elde edilmistir. P. Ferulacea bitkisi uygun boyutlara getirildikten
sonra etil alkolden(Sigma Aldrich) gecirildi. Belli bir siire beklendikten sonra igerisinde
etkin maddeler bulunan ekstrakt-etil alkol karigimi siiziildii ve evaporator cihazina
(Heidolph Rotary Evaporator, Germany) alindi. Burada karisimdaki alkol uzaklastirildi
ve ekstrakt elde edildi. Daha sonra ekstrakt oda sicakliginda kurumaya birakilarak kalan
son alkoliin de uzaklagsmasi saglandi (59).(Sekil 3.3, Sekil 3.4)
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Sekil 3.3. Prangos Ferulacea’nin alinan herbarium 6rnegi
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Sekil 3.4. Prangos Ferulacea bitkisinin hidroalkolik ekstraktinin elde edilisinin

asamalar1

3.4. Deneyin sonlandirilmasi ve doku 6rneklerinin toplanmasi

Yukaridaki protokole (Tablo 3.1) gére uygulamaya alinmis sican gruplari,
calismanin son ginii 45 mg/kg ketamin ve 5 mg/kg ksilazin ile anestezi sonrasinda
kalplerinden kan alinarak sakrifiye edildi. Deney sonunda si¢anlarin kalbinden kan
dokusu ornekleri karaciger fonksiyon testleri ig¢in alindi. Alinan kan 6rnekleri vakit
kaybetmeden 4000 Rpm hiz ile 10 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra elde edilen
serum Ornekleri ependorf tiiplere transfer edilerek -80°C’ye saklandi. Ayrica karaciger

dokusu Ornekleri endoplazmik retikulum stresi indikatorleri ile sitokinleri
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degerlendirmesi ve histopatolojik caligmalar i¢in alindi. Alinan karaciger doku
orneklerinin yaris1 histolojik ¢alisma i¢in % 10 formaldehit i¢ine konuldu. Diger yarisi
ise ELISA c¢alismalarinda kullanilmak iizere nitrojen tankina atildiktan sonra analizler
yapilana kadar -80°C derecede saklandi. (Sekil 3.5)

Sekil 3.5. Sicanlardan doku 6rneklerinin alinmasi

3.5. Karaciger Fonksiyon Testleri

Calismanin sonunda sakrifiye edilen hayvanlarin kalplerinden 2 ml civarinda kan
alindiktan sonra 4000 devirde 10 dakika santrifiije edildi. Serumlar Inonii Universitesi
Turgut Ozal Tip Merkezi Merkez Laboratuvari’nda alanin transaminaz (ALT) ve aspartat
transaminaz  (AST) degerlerine  otoanalizatorde  spektrofotometrik-UV  ve

spektrofotometrik-kalorimetrik yontemlerle analiz edilerek incelenmistir (60).

3.6. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Yontemi ile CHOP,
GRP78, ATF4, IL-17, I1L-23 Ol¢iimii

(Calisma sonunda hayvanlardan alinan dokular fosfat tamponu i¢cinde homojenize
edildikten sonra elde edilen homojenatlarda Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Genetik Anabilim Dali laboratuvarinda Prof. Dr. Basak KAYHAN gozetiminde ELISA
yontemi kullanilarak karaciger doku homojenatinda CHOP, GRP78 ve ATF4 ile IL-17

ve IL-23 diizeyleri dl¢iilmiistiir.
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ELISA kiti oda sicakligina getirildikten sonra homojenatlar ¢oziiniinceye kadar
bekletildi. Homojenatlar ¢éziindiikten sonra ilk olarak standartlar hazirlandi. Standard

cozeltiler seri diliisyonla seyreltildi. Plate, paketinden ¢ikarildi.

Kuyucuklarin en iist ve en alt boliimii numaralandirildi. ilk iki siitun standart
kuyucuk olarak kabul edildikten sonra diger numara verilen siitunlar kuyucuklar igin
hazirlandi. Standard tiiplerinden, 50 pl standart ¢6zeltisi alindiktan sonra plate {izerindeki
standart kuyucuklarina sirayla eklendi. Her homojenat tiipiinden, 40 pl homojenat
alindiktan sonra plate {izerindeki numaralandirilan ¢ift tekrarli kuyucuklara serumlar
eklendi. Sadece homojenat kuyucuklarinin iizerine ayri ayri 10ul anti 1L-23 (SunRed,201-
11-0126), IL-17 (SunRed,201-11-0116), CHOP (SunRed,201-11-2651),
GRP78(SunRed,201-11-0992), ATF4(SunRed,201-11-4967) antibody ilave edildi.
Standart ¢ozeltiye biyotin ile antikor igerdigi i¢in standart eklenmedi. Platedeki biitiin
kuyucuklara 50 ul streptavidin-HRP eklendi. (Not: std7- BLK hari¢) Plate saydam film
ile kapatildi. 60 dk kadar 37°C de etiivde inkiibe edildi. Daha sonra yikama evresine
gecildi. Ilk olarak Wash Buffer hazirlandi. Daha sonra etiivden cikarilan plate i¢indekiler
bosaltildi. Her bir kuyucuga 350 pl wash buffer ilave edildi. 30 saniye sonra yavasca
calkalanarak lavoboya dokiildii. Toplamda 5 defa ayni islem tekrarlandi. Yikama
isleminden sonra, kuyucuklara ilk olarak 50 pl substrat A ¢ozeltisi sonra 50 pl substrat B
cozeltisi ilave edildi. Plate tekrar saydam film ile kapatilip 10 dk 37°C’de etiivde inkiibe
edildi. Etiivden ¢ikan plate i¢indekiler bosaltilmadan her bir kuyucuga 50 pul stop ¢ozeltisi
eklendi. Bu islemle mavi renkteki kuyucuklar hizlica sar1 renge dondi. Plate 10 dk
icerisinde ELISA cihazina (Bio-Rad,CODA) yerlestirildi ve 450 nm’de okutuldu. Veriler
optik yogunluk ve konsantrasyon grafigi ¢izilerek en optimum egri ¢izildi. S6z konusu
hesaplamalar en iyi bilgisayar tabanl egri uydurma yazilimi ile yapilabilmektedir. En iyi

uyusma ¢izgisi regresyon analizi ile belirlendi.

3.7. Histopatolojik Inceleme

Calismanin sonunda biitiin hayvanlar sakrifiye edildi. Her hayvanin karaciger
dokular1 alinarak histopatolojik ¢calisma i¢in %10’luk formaldehit icerisinde 24 saat tespit
edildikten sonra saklanan dokulara Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali 6greim iiyelerinden Dog¢. Dr. Asli TASLIDERE refakatinde
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rutin doku takip islemleri uygulandi ve alinan doku ornekleri parafin bloklar iginde
muhafaza edildi. Hazirlanan bloklardan 5 pm kalinliginda kesitler alinarak
Hematoksilen- Eozin boya metoduyla boyandi. Kesitler Leica DFC 280 1s1k mikroskobu

ve Leica Q Win Goriintii Analiz sistemi ile incelendi ve fotografland: (61).

3.8. Immunohistokimya

Kaspaz-3 yontemiyle yalniz apoptotik hiicrelerde meydana gelen aktif kaspaz-3
immunohistokimyasal boyama yoluyla incelenebilir. Bunun olmasi i¢in dokunun kaspaz-
3 salgiladiginin bilinmesi veya incelenen dokuda apoptoza sebep olan ajanin kaspaz-3’e
olan etkisinin bilinmesi gerekir. Sadece bu olursa apoptotik hiicreler bu yolla
belirlenebilir (62). Literatiirdeki bu bilgilere dayanarak hiicre apoptozunu dolayisiyla
hiicre hasarini gosteren kaspaz-3 (Thermo Fischer, USA) antikoru uygun boyama ve
histokimyasal yontemlerle Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji

Anabilim Dali’nda Dog. Dr. Asli TASLIDERE gé6zetiminde degerlendirildi.

3.9. Istatistiksel Degerlendirme

3.9.1. Viicut Agirhklari, Biyokimya ve ELISA Sonuclar I¢in Istatistiksel
Degerlendirme

[statistiksel analizler IBM® SPSS Statistics for Windows Version 22.0 ile yapildi.
Nicel verilerinin tanimlanmasida med(min-max) kullanildi. Olgiilebilir verilere iliskin
normallik testi Shapiro Wilk testi ile yapildi. Tim gruplarin ortalama degerleri
nonparametrik Kruskal- Wallis testi ile karsilagtirildi. Gruplarin karsilastiriimasinda iki
bagimsiz grup arasindaki farkliligin 6nemli olup olmadig1 Bonferroni diizeltmeli Mann—
Whitney U testi ile ikili karsilastirmalar yapilarak degerlendirildi. Hayvanlarin ¢alisma
oncesi ve sonrasi agirliklarindaki degisiklikleri analiz etmek igin Wilcoxon W testi
kullanildi. Sonuglar %95 giliven araliginda, anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi
(63).
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3.9.2. Histolojik Inceleme I¢in Istatistiksel Degerlendirme

Istatiksel analizler SPSS 13 ve MedCalc programu ile yapildi. Tiim gruplarin
ortalama degerleri nonparametrik Kruskal- Wallis testi ile karsilagtirildi. Gruplar
arasindaki farkliligin 6nemli olup olmadigi Bonferroni diizeltmeli Mann—-Whitney U testi
ile ikili karsilastirmalar yapilarak degerlendirildi. Biitiin sonuglar ortalama + standart hata
(SE) seklinde belirtildi ve p<0.0001 degerleri istatistiksel bakimdan anlamli olarak kabul
edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hayvanlarin Haftalik Kilolarmin Ol¢iim Sonuclar

Calismaya baslamadan 6nceki hayvan agirliklar1 kiyaslandiginda, tiim gruplarin

arasinda istatistiksel bir farklilik gériilmemistir (p>0.05).

Tablo 4.1.°de gosterildigi iizere tiim gruplar arasinda yapilan istatistiksel
analizlere gore ¢alisma sonras1 hayvan agirliklarinda bazi gruplar kiyaslandiginda anlamli
farklar goriilmistiir (p<0.05). PFE grubunda ve PFE+JWH-133 grubundaki hayvanlarin
kontrol grubundaki hayvanlara gore ¢alisma sonrasi agirlik degerleri istatistiksel olarak
diisiik oldugu goriildii (p<0.05). Yine PFE+JWH-133 grubundaki hayvanlarla birlikte
PFE grubundaki hayvanlarmn agirliklar1 JWH-133 grubundaki hayvanlara kiyasla anlaml
olarak diisiik oldugu gozlendi (p<0.05). Sadece PFE verilen gruptaki hayvanlarin ¢aligma
sonras1 agirliklar1 PFE+JWH-133 verilen hayvanlara kiyasla anlamli olarak diisiik
bulundu(p<0.05). Diger gruplar kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmedi (p>0.05).

Tablo 4. 1. Baslangig ve Bitis Haftalarinda Hayvanlarin Kilo Degisimleri (Veriler

median, (min-max) seklinde sunulmustur.)

Baslangic (gr) Bitis (gr) P degeri

med (min-max) med (min-max)
Kontrol-Sham Grubu 452 (423-493) 453 (418-500)? 0.965
JWH-133 Grubu 440 (382-504) 428 (372-499)% 0.364
PFE+JWH-133 Grubu 453 (385-509) 403 (350-489)° 0.015
PFE Grubu 436 (379-478) 356(335-416)° 0.001

(Farkli harfler gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farki gosterir (p<<0.05).)
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4.2. 1L-17 ve IL-23 Diizeylerinin Analizi

Calismamizda, tiim gruplardan alinan karaciger doku homojenatlarinda bulunan
IL-17 ve IL-23 seviyeleri analiz edilmistir. ELISA cihazinda 450 nm de okunmasi ile elde

edilen sonug¢larin matematiksel degerleri ve ortalama degerleri ile veri dokiimleri tablo

4.2.°de verilmistir

Tablo 4. 2. IL-17 ve IL-23 analizlerinin sonuglar1 (Veriler median, (minmax)

seklinde sunulmustur.)

KONTROL-SHAM JWH133 PFE+JWH133 PFE P degeri
med(min-max) med(min-max) med(min-max)  med(min-max)
n=9 n=10 n=9 n=9
IL 17 11.54 (0-26.46) 9.70 (0-21.72)  12.95(0- 72.07)  26.11 (0- 62.6) 0.48
IL 23 1.19 (0- 2.78) 1.07 (0.27-4.39)  1.56 (0- 2.34) 1.95 (0-2.87) 0.48

Tabloda goriildiigi tizere yapilan Kruskal-Wallis testi sonucunda medyana gore

yapilan hesaplamada gruplar arasinda bazi farkliliklar olsa da bu farkliliklar anlaml

bulunmamistir. (p>0.05)

4.3. GRP78, CHOP ve ATF4 Proteinlerinin Analizi

Calismamizda karaciger doku homojenatlarinda bulunan GRP78, CHOP ve ATF4

miktarlar1 ELISA yontemiyle 450 nm de okunarak analiz edilerek gosterilmistir. (Tablo

4.3)
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Tablo 4.3. GRP78, CHOP ve ATF4 analizlerinin sonuglari (Veriler median, min-

max seklinde sunulmustur.)

KONTROL-SHAM JWH133 PFE+JWH133 PFE P
med(min-max) med(min-max)  med(min-max) med(min-max) degeri
n=9 n=10 n=9 n=9
GRP78 1.73 (1.64-2.44) 157 (1.31-26)  1.77 (1-2.19) 1.88(1.49-2.11)  0.42
CHOP 1.5 (0-2.7) 1.37 (0-3.31)  1.02(0.12-2.17) 1.1 (0- 1.68) 0.66

ATF4 0.33(0.16-0.57)  0.24(0.15-0.49) 0.29 (0.06-0.56)  0.37 (0.16-0.56)  0.42

Tabloda da goriildiigii lizere yapilan analizlerde gruplar arasinda s6z konusu

maddelerin seviyelerinde istatistiksel anlamlilik goriilmemistir. (p>0.05)

4.4. ALT ve AST Enzimlerinin Analizi

Yaptigimiz calisma sonucunda tiim gruplarin kanlarindan alinan serumlardaki
ALT ve AST seviyeleri kantitatif yontemlerle belirlenip analiz edilerek Tablo 4.4’te

gosterilmistir.

Tablo 4.4. ALT ve AST seviyelerinin analiz sonuglar1 (Veriler median, minmax

seklinde sunulmustur.)

KONTROL-SHAM JWH133 PFE+JWH133 PFE
med (min-max) med (min-max) med (min-max) med (min-max) P Degeri
n=9 (U/L) n=10 (U/L) n=9 (U/L) n=9 (U/L)
ALT 63.67(55-72)? 57 (46-167)? 26 (13-35)° 20 (14- 51)° 0.00
AST 99 (80-120)° 87 (71-202)° 49 (36- 64)¢ 48 (39- 73)¢ 0.00

(Farkli harfler gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farki gosterir (p<<0.05).)
(Not: Sicanlarda normal referans degerleri ALT: 30-60 U/L, AST: 90-160 U/L (64, 65))

Tabloda da gosterildigi iizere tiim gruplar arasinda yapilan istatistiksel analizlere

gore ALT ve AST seviyeleri gruplar arasinda anlamlilik gostermistir. (p<0.05)

ALT diizeylerinin PFE+JWH-133 verilen grupta kontrol gruba gére anlamli bir
sekilde diisiik oldugu goriilmistiir. Yine PFE grubu kontrol grubuna gore, PFE+JWH-

33



133 verilen grup da JWH-133 verilen gruba gore, PFE verilen grup JWH-133 verilen
gruba gore ALT diizeyleri istatistiksel anlamli olarak diisiikk bulunmustur. (p<0.05)

Ayni sekilde AST seviyeleri karsilastirildiginda ise PFE+JWH-133 verilen grupta
kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik bulunmustur. Yine PFE grubu kontrol grubuna
gore, PFE+JWH-133 verilen grup da JWH-133 verilen gruba gore, PFE verilen grupta
JWH-133 verilen gruba gore istatistiksel anlamli olarak diisiik bulunmustur. (p<0.05)

4.5. Histolojik Bulgular

Kontrol ve JWH-133 gruplarinda karaciger dokusunda hepatositler ve portal alan
normal histolojik goriiniimiinde izlendi. Karaciger dokusu, merkezi ven cevresinde
belirgin bir sekilde koyu ¢ekirdekleri bulunan ve hiicre sinirlar1 diizgiin olan, poligonal
hepatositlerle bu hiicrelerin aralarinda uzanarak siniizoidler bulunduran hepatik
lobiillerden olusmaktadir (Sekil 4.1.).

PFE grubunda karaciger doku 6rneklerinde glisson kapsiiliinde kalinlasma (siyah
kalin ok) ve infiltrasyon (beyaz ok) (Sekil 4.2. A), vaskiiler konjesyon (Sekil 4.2. B, 4.2.
2C), eozinofilik boyanmis piknotik niikleuslu hiicreler (siyah ince oklar) (Sekil 4.2. B,
4.2. E), hemoraji (siyah kalin oklar) (Sekil 4.2, C, 4.2. E), mononiikleer hiicre
infiltrasyonu (siyah ince oklar) (Sekil 4.2, D), hepatositlerde sisme (Sekil 4.2. E) oldugu
gozlendi. PFE + JWH-133 gruplarinda ise PFE grubunda gozlenen histopatolojik
bulgularda azalma oldugu gozlendi. PFE + JWH-133 gruplarinda az miktarda vaskiiler
konjesyon (siyah kalin oklar) (Sekil 4.3. A), mononiikleer hiicre infiltrasyonu (siyah ince
oklar) ve siniizoidal dilatasyon (Sekil 4.3. B) oldugu gozlendi.

Gruplara gore histopatolojik hasar durumu Tablo 4.5.’da gosterilmistir. Burada da
goriilecegi tizere PFE verilen gruplardaki histopatolojik hasar orani diger gruplardan
anlamli olarak yiiksek ¢ikmustir (p<0.0001). Yine tabloya bakilarak PFE ile birlikte JWH-
133 verilen gruptaki oran sadece PFE verilen gruba gore istatistiksel olarak anlaml1 diigiik

cikmistir (p<0.0001).
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Tablo 4.5. Gruplar arasindaki histopatolojik hasar tablosu (Mean = SE).

GRUPLAR Histopatolojik hasar
(Mean+£SE)
Kontrol-Sham 0.56 +0.08?
PFE 2.37+0.08
PFE + JWH-133 1.33+£0.11°¢
JWH-133 0.97 £0.102

(Farkli harfler gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml farki gosterir (p<0.0001).)

Sekil 4.1. Kontrol (A) ve JWH-133 (B) gruplarinda karaciger dokusu normal
histolojik goériiniimde gbzlendi. VC: Vena sentralis, A, B: H-E; X20.
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Sekil 4.2. PFE grubunda glisson kapsiiliinde kalinlagma (siyah kalin ok) ve

mononiikleer hiicre infiltrasyonu (beyaz ok) (Sekil 4.2. A), vaskiiler konjesyon (Sekil 4.2.
B, 4.2. C), eozinofilik boyanmis piknotik niikleuslu hiicreler (siyah ince oklar) (Sekil 4.2.
B, 4.2. E), hemoraji (siyah kalin oklar) (C, E), mononiikleer hiicre infiltrasyonu (siyah
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ince oklar) (D), hepatositlerde sisme (E) oldugu tespit edildi. A, B: H-E; X20, C, D, E:
H-E; X40.

PFE+JWH-133

Sekil 4.3. PFE + JWH-133 gruplarinda ise PFE grubunda gozlenen histopatolojik
bulgularda azalma oldugu gézlendi. Az miktarda vaskii ler konjesyon (siyah kalin oklar)
(A), mononiikleer hiicre infiltrasyonu (siyah ince oklar) ve siniizoidal dilatasyon (B)
oldugu gozlendi. A: H-E; X20, B: H-E; X40.

4.6. Immunohistokimyasal Bulgular

Kontrol (Sekil 4.4.A) ve JWH-133 (Sekil 4.4.B) gruplarinda karaciger dokusunun
immunohistokimyasal incelemelerinde Kaspaz-3 ekspresyonlari negatif olarak
belirlenmigtir. PFE grubunda karaciger doku 6rneklerinde Kaspaz-3’ iin yogun pozitif
oldugu (Sekil 4.4.C), PFE + JWH-133 grubunda ise bu pozitiflikte belirgin bir azalma
oldugu (Sekil 4.4.D) tespit edildi.
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Sekil 4.4. Kaspaz- 3 immunohistokimyasal boyama prosediirii. Kontrol (A) ve

JWH-133 (B) gruplarinda Kaspaz- 3 immun boyama metodu ile herhangi bir pozitiflik
gozlenmedi. PFE (C) ve PFE + JWH-133 (D) gruplarinda Kaspaz-3 pozitif boyanmis
hiicreler oldugu gozlendi. Pozitif boyanmig hiicrelerin PFE + JWH-133 gruplarinda
PFE grubuna gore belirgin derecede azalma oldugu gozlendi.
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5. TARTISMA

5.1. Sicanlarin  Viicut Agirhg1 ve Viicut Agirhk Degisimlerinin

Degerlendirilmesi

Calismamizda PFE uygulanan hayvanlarda baglangi¢ kilolarina gére anlamli bir
kilo kayb1 olmustur. Benzer sekilde PFE ile birlikte kannabinoid tip-2 reseptor agonisti
olan JWH-133 enjekte edilen hayvanlarda bu kilo kaybmin daha diisik oldugu
goriilmiistiir. Bu durum bize kannabinoid tip-2 reseptér agonistinin ve dolayisiyla
aktivitesinin kilo kaybini engelledigini gostermistir. Farokhi ve arkadaslari 4 hafta
boyunca uyguladiklart Prangos ferulacea bitkisinin ekstraktinin diyabetik si¢anlarda
yaprak ve govdede bitkinin kokiine gore daha belirgin olmak iizere kilo kaybina neden
oldugunu gostermislerdir (66). Karaciger, ksenobiyotik metabolizmasi ve gastrointestinal
sistemdeki rolii arasindaki iligski sebebiyle ksenobiyotik stresin hedef organidir. Buna
benzer stresle bozulmus karacigerin homeostazi organizmada viicudun normal
fizyolojisini bozabilir. Sican ve farelerde sipermetrin benzeri toksik maddelerle yapilmis
baz1 calismalarda maddenin karaciger, bobrek, mide, bagirsak, dalak ve pankreas gibi
cesitli birgok organda histopatolojik degisiklikler olusturdugu gosterilmistir (67, 68).
Fareler lizerine yapilan bir ¢alismada 4 hafta boyunca farelere sipermetrin uygulanmais,
sipermetrin uygulanan gruplarin baslangica gore son agirliklarinda azalma goriilmiistiir
(69). Yine yapilan bazi ¢aligmalarda da subletal dozda sipermetrin uygulanan gruplarda
kontrol gruplarina gére hayvanlarin agirlik artislart azalmistir (70, 71). Calismamizda da
sipermetrinin karaciger dokusu iizerine olan histopatolojik hasarina benzer bir etki PFE
enjekte ettigimiz hayvanlarda da belirgin olarak goriilmiistiir. Yaptigimiz bu ¢aligmada
Prangos ferulacea ekstrakti (PFE) enjekte edilmis hayvanlarda ¢alisma sonunda diger
gruplarla kiyaslandiginda ciddi ve istatiksel olarak anlamli bir agirlik azalisi oldugu
gorildii. Ayrica yapilan patolojik ve histolojik degerlendirmeler de PFE enjekte edilmis
hayvanlarda ciddi karaciger hasar1 oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglara bakilarak PFE’nin
yukarida bahsettigimiz sipermetrine benzer olarak olusturdugu karaciger hasarina bagh
olarak karacigerin daha dnce belirttigimiz metabolik fonksiyonlarini yerine getiremedigi

ve bunun sonucu olarak hayvanlarda kilo kaybina neden oldugu diisiiniilebilir.
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5.2. Sicanlarda Karaciger Fonksiyon Testlerinin Degerlendirilmesi

Yaptigimiz ¢alismada si¢anlarin serum ALT ve AST degerleri kantitatif olarak
ol¢iildiigiinde gruplar arasinda anlamli farkliliklar goriildii. PFE enjekte edilen grup ve
PFE+JWH-133 enjekte edilen grupta kontrol grubuna gére ALT ve AST degerleri anlamli
olarak diisiik bulundu. Histopatolojik bulgulara bakildiginda ise literaiirde karaciger doku
hasarinin sipesifik gostergesi olarak kabul edilen ALT ve AST miktarlarinin artisinin (72)
olmamasina karsin PFE grubunda diger gruplara gore anlamli bir doku hasar artisi
mevcuttu. Bu konuda literatiire baktigimizda ¢alismalarin biiyiik kisminin PFE’nin ALT
ve AST seviyelerinin azalttigi yoniinde olduguydu. Klinikte ALT ve AST seviyelerinin
cok yiiksek oldugu Prangos ferulacea bitkisi kaynakli karaciger yetmezligi vakalari
bildirilmistir (2). Yine Prangos ferulacea bitkisiyle benzer iceriklere sahip Ferula
communis bitkisinin karaciger hasarina bagli ALT ve AST seviyelerinin ¢ok yiiksek
oldugu vakalar bildirilmistir (73). Buna benzer olarak Mohammadi ve arkadaslarinin
Prangos ferulacea ekstrakti verdikleri siganlarda ALT ve AST seviyelerinin diger
siganlara oranla daha fazla yiikseldigini gormiislerdir (58). Yine Prangos ferulacea
bitkisinden izole edilmis bir kumarin olan osthole maddesinin uygulandig: farelerde
karaciger nekrozunun oldugu, serum ALT ve AST seviyelerinin yiikseldigi goriilmiistiir
(42). Buna karsin Farokhi ve arkadaslarinin diyabetik si¢anlar iizerine yaptiklari
calismada Prangos Ferulacea hidroalkolik ekstraktinin diyabetik siganlarda yiikselen
ALT ve AST degerlerini anlamli derecede azalttigi gosterilmistir (66). Calismamizdaki
veriler her ne kadar ALT ve AST seviyeleri bakimindan literatiirdeki birgok caligmayla
benzer olsa da bazi galigmalardan farkli oldugu goriilmiistiir. Normalde yapilan birgok
calismada ALT ve AST seviyelerinin karaciger hasariyla direkt ilgili oldugu gosterilse de
bizim g¢alismamamizda bunun aksine histopatolojik olarak anlamli goriilen karaciger
doku hasarma karsin ALT ve AST seviyelerinin artmadigi, tam tersi azaldigi gorilmiistiir.
Yine literatiire bakildiginda ilag, bitki ya da toksik bir maddeye maruz kalindiginda
genellikle 1-2 ay igerisinde aminotransferaz yiiksekligi gerceklesebilecegi yoniinde
bilgiler mevcuttur (74). Buna karsin bizim ¢alismamizin siiresi 14 giin oldugundan dolay1
literatlirdeki bu bilgiye de dayanarak ALT ve AST degerleri histolojik sonuglara paralel
olarak beklenilen degerlerde bulunmamis olabilir. Bununla birlikte karaciger fonksiyon
testlerinin kontrol grubuna gore daha diisiik ¢ikmasimin nedeni; 1. karaciger parankim

dokusu hasar derecesine bagli olarak hepatositlerin azalmast, ii. uygulanan PFE’nin dozu,
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lii. uygulama siiresi gibi faktorlere bagli olabilir (28). Bunlar aminotransferazlarin

degerlerinin ylikselmesini engellemistir seklinde diistintilebilir.

Endokannobinoid sistem karaciger hastaliklar1 gibi bir¢ok yangisal hastaliklarda
tedavi icin yeni bir hedeftir (75). Avraham ve arkadaslarinin fareler iizerine yaptig1 bir
caligmada tiyoasetamidle olusturduklar1 akut karaciger yetmezligine bagl artmis serum
AST ve ALT seviyelerinin CB2 agonisti HU-308 ile azaldig1 gésterilmistir (76). Benzer
sonuglara hepatik I/R hasarinda da ulasilmistir. I/R hasarina kars1 CB2 agonistleri JWH-
133 ve HU-910 kullanilarak plazma AST ve ALT diizeyleri azaltilmistir (77, 78).
Karbontetrakloriir (CCI4) ile olusturulmus karaciger hasarinda ise CB2 agonisti,
yiikselmis serum AST ve ALT miktarin1 azaltmistir (8). Calismamizda ise her ne kadar
histopatolojik olarak PFE’nin olusturdugu belirgin karaciger hasarina kars1 kannabinoid
tip2 resptorii olan JWH-133lin 1iyilestirici etkisi anlamli goriilse de PFE grubuyla
karsilastirildiginda siganlardan alinan serumlardaki ALT ve AST degerlerinin beklenenin
aksine anlamli olarak diistirmedigi goriilmiistiir. Buna karsin literatiirde yapilan taramada
calismamizdaki gibi CB2 reseptdr agonistlerinin ALT ve AST seviyelerini azalmasin
gosteren calismalara rastlanmadigt i¢in elde sonuglar baska calismalarla

kiyaslanamamustir.

5.3. Endoplazmik Retikulum Stresi Belirtecleri ve IL-17 ile 1L-23

Seviyelerinin Degerlendirilmesi

Calismamiz Prangos Ferulacea bitkisinin olusturacagi karaciger hasarin
endoplazmik retikulum stresine bagl olarak incelemeyi ve yine ayni1 sekilde olusabilecek
bu hasar1 yine endoplazmik strese bagli olarak kannabinoid tip2 reseptor agonisti JWH-
133’line iyilestirici etkisini degerlendirmek i¢in yapilmistir. Bunun i¢in de ER stresi
belirtegleri olan karaciger dokusundaki CHOP, GRP78 ve ATF4 gibi proteinlerin
miktarlaria ELISA yontemiyle bakilmigtir. Yapilan degerlendirmede ¢alismamizda bu
proteinlerin seviyesine bakildiginda anlamli bir fark goriilememistir. Ayni sekilde olasi
doku hasarinin varligini incelemek icin doku hasarinda miktarlarinin artmasi beklenen

IL-17 ve IL-23 seviyeleri yine degerlendirilmis ve anlamli bir fark bulunmamustir.

Endoplazmik retikulum (ER), salgi ve transmembran proteinlerinin sentezi,

katlanmasi, olgunlagmasi ve translasyon sonrast modifikasyonunda rol oynayan hiicre i¢i
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bir membrandz organeldir. Bu nedenle ER, hiicre i¢ci homeostazin korunmasi ve saglik ve
hastaliklar arasindaki dengeyle yakindan iliskilidir. Endoplazmik retikulum stresi (ERS),
katlanmamus / yanlis katlanmis proteinler ER ortaminin bozulmasindan sonra biriktiginde
ortaya ¢ikar. ERS'ye yanit olarak hiicreler, hiicrelerin stresle basa ¢ikmasina yardimci
olan agilmamis protein yanitt (UPR) adi1 verilen uyarlanabilir bir yanit1 tetikler (79).
Literatiire bakildiginda Shen ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada Prangos
Ferulacea bitkisinin igeriginde bulunan bir kumarin olan osthole maddesinin ekstraktinin
uygulanan farelerde karaciger nekrozuna neden oldugu ve bunun yaninda ER stresini
arttirdigr gosterilmistir (42). Calismamizda yukarida belirttigimiz gibi ER stresi
belirtecleri olan CHOP, GRP78 ve ATF4 seviyelerine bakildiginda PFE verilen gruplarla
kontrol gruplar1 arasinda histopatolojik hasar bulgular1 belirgin sekilde olmasina ragmen
anlamli bir fark gériilmemistir. Bu durum Prangos ferulacea bitkisinin ve igerigindeki
maddelerin karaciger lizerine olan nekrotik etkilerini baska yolaklar ve mekanizmalarla

gosteriyor olabilecegini diisiindiirmektedir.

Kannabinoidler, istah, ruh hali, 6grenme / hafiza, agr1 hissi ve inflamasyon gibi
fizyolojik ve patolojik siirecleri diizenleyen cesitli bir bilesik smifidir. Soliman ve
arakadaslarinin deri kanseri hiicreleri lizerine yaptiklart bir calismada CB2 reseptor
aktivasyonunun ER stres ve oksidatif stresi azalttig1 goriilmiis (80). Oksidatif stres ayrica
endoplazmik retikulum (ER) stresinin 6énemli bir baslaticisidir (32). Malondialdehit
(MDA), onemli bir oksidatif stres belirtecidir. Yine yapilan bir ¢alismada farelerde
hepatik iskemi/reperfiizyon (I/R) hasarinda CB2 agonistinin lipit peroksidasyon iizerine
etkisini MDA diizeyine bakarak incelemislerdir. Calismada I/R gruplarinda MDA miktari
artmis, I/R ve JWH-133 verilen gruplarda MDA miktarinda azalma meydana gelmistir.
Bir diger ¢aligmada karaciger I/R hasarinda CB2 agonisti olan HU-308, MDA miktarini
azaltarak oksidatif stresi azaltmistir. Bu ¢aligmalar CB2 reseptor agonistlerinin hiicresel
yangi ile oksidatif stresi siirlandirdigini ve dolayisiyla ER stresini azaltabilecegini
gostermektedir(77, 81). Yaptigimiz ¢alismada ise her ne kadar JWH-133"iin, PFE’nin
histolojik olarak olusturdugu doku nekrozunu ciddi oranda iyilestirdigi goriilse de ER
stresine bakildiginda ise anlamli bir etkisi goriilememistir. Yine bu durum JWH-133’{in
tyilestirici fibrojenik etkisini, ER stresini azaltma mekanizmasindan bagimsiz olarak

farkli yolak ve mekanizmalarla gosteriyor olabilecegini diislindiirtmektedir.

IL-23, saf CD4+ hiicerlerinden salinan ve Thl7 hiicrelerini uyararak IL-17

salgilatan bir proinflamatuvar sitokindir. Yine agirlikli olarak aktiflestirilmis T hiicreleri
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tarafindan tretilen bir proinflamatuvar sitokin olan IL-17, T hiicresi hazirligini arttirir ve
IL-1, IL-6, TNF-o, NOS- 2, metaloproteazlar ve kemokinler, inflamasyonun
indiiklenmesi ile sonuglanir. Doku hasarinda inflamatuvar yanitta seviyeleri artan bu
sitokinler doku hasarinin gostergesidirler (46). Literatiire bakildiginda Prangos ferulacea
bitkisinin bu sitokinler {izerine direkt etkisini gosteren bir ¢alismaya rastlanilmamaistir.
Calismamizda da karaciger doku homejanatlarinda bu sitokinlerin seviyesine bakilmis ve

anlamli bir sonu¢ bulunamamustir.

5.4. Histopatolojik ve iImmiinohistokimyasal Degerlendirme

Calismamizda bulgular kisminda da belirtildigi lizere kontrol ve JWH-133
gruplarinda  karaciger dokusunun normal histolojik gOriinlimde oldugu ve
immunohistokimyasal incelemelerinde ise Kaspaz-3 ekspresyonlar1 negatif oldugu
goriilmiistiir. PFE grubunda ise glisson kapsiiliinde kalinlagsma ve infiltrasyon; vaskiiler
konjesyon, eozinofilik boyanmis piknotik ¢ekirdekli hiicreler, hepatositlerde sisme,
hemoraji, mononiikleer hiicre infiltrasyonu gibi histopatolojik degisikliklerle birlikte
fibrotik doku gozlenmistir. Ayrica Kaspaz-3’ iin yogun pozitif oldugu goriilmiistiir.
Prangos ferulacea ekstrakti uygulanirken calismanin 5. giiniinden itibaren uygulanan
kannabinoid tip-2 reseptorii agonisti JWH-133, karaciger histopatolojisinde belirgin bir
iyilesme ve kaspaz-3 pozitifliginde ise belirgin bir azalisa neden oldugu goriildii. Bu

durum JWH-133’1lin iyilestirici fibrojenik etkisinden kaynakli olabilir (8, 82).

Kaspaz-3 yontemiyle yalniz apoptotik hiicrelerde meydana gelen aktif kaspaz-3
immunohistokimyasal boyama yoluyla incelenebilir. Bunun olmasi i¢in dokunun kaspaz-
3 salgiladiginin bilinmesi veya incelenen dokuda apoptoza sebep olan ajanin kaspaz-3’e
olan etkisinin bilinmesi gerekir. Sadece bu olursa apoptotik hiicreler bu yolla
belirlenebilir (62). Bu konuda daha oOnce yapilan caligmalara bakildiginda ise
Shokoohinia ve arkadaglarinin hiicre kiiltiirii izerine yaptiklari bir ¢alismada Prangos
ferulacea bitkisinden izole edilen bir kumarin olan ostoliin hiicre apoptoz yolaklarini
aktive ederek doku hasarini gésteren kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9 miktarlarini arttirdigi
goriilmiistiir (83). Yine Shen ve arkadaslarinin hiicre kiiltiirii tizerinde yaptiklar1 bir
caligmada ostoliin ER ve oksidatif stresi ile kaspaz 3 ve 9’u arttirip apoptozis yolaklarimi

aktive ederek hiicre hasarina neden oldugu gosterilmistir (42). Calismamizda ise
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histopatolojik ve immiinohistokimyasal olarak literatiirdeki bilgileri destekleyici

sonuclara ulagilmistir.

Yapilan arastirmalarda, CB2 reseptor agonistlerinin hepatik hasara karsi
endotelyal hiicre aktivasyonunu, adezyon molekiillerini, yangisal sitokinleri, yangisal
hiicrelerin aktivasyonunu ve adezyonunu azaltarak koruyucu etki olusturdugu
belirtilmektedir (77, 81). Karaciger i¢in yakin zamanda yapilan ¢alismalarla akut ve
kronik doku hasarindan sonra Kupffer hiicreleri ile karaciger fibrojenik hiicrelerinin
uyarildigi ve s6z konusu hiicrelerde CB2 reseptor miktarinin arttigi gosterilmistir (8, 82,
84). Bu hiicrelerin uyarilmasi1 karacigerde fibrojenik etkiyi baslatmaktadir. Akut
karaciger nekrozunda fibrojenik hiicrelerde eksprese olan CB2 reseptdrlerinin aktive
olmasi ise fibrojenik etkiyi arttirarak karaciger nekrozunu sinirlandirmistir. Calisma
sonucu, CB2 reseptor agonistinin hepatosit apoptozisini diisiirdiigli ve karaciger
rejenerasyonunu arttirdigi goriilmiistir (8). Calismamizda PFE verilen hayvanlarda
olusan yaygm karaciger doku nekrozunu CB2 reseptdr agonisti olan JWH-133

maddesinin azalttig1 ve belirgin iyilesme sagladigi goriilmiistiir.
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6. SONUC VE ONERILER

. Ulkemizde ve diinyada yaygim olarak ¢esitli alanlarda kullanilan ve tiiketilen
Prangos ferulacea bitkisinin yiiksek dozlarda karaciger tizerine toksik oldugu
caligmamizdaki histopatolojik ve immiinohistokimyasal analizlerle ortaya
cikarilmistir. Daha 6nce bu bitkiyi fazlaca tiiketerek saglik kuruluslarina
basvuran bir¢ok vaka oldugundan, bu bitkinin fazlaca tiiketilmesinin
engellenmesi bu tarz vakalarin 6niine gecilmesi konusunda elzemdir.

Prangos ferulacea bitkisininin kullanilmasi1 ¢alismamizdaki hayvanlarda
agirlik kaybma neden olmustur. ileride yapilacak calismalar bu durumun
mekanizmasi hakkinda bizi aydinlatacaktir.

Calismamiz, Prangos ferulacea ekstraktiyla olusmus karaciger hasarina karsi
uygulamis oldugumuz Kannabinoid tip2 (CB2) reseptor agonisti olan JWH-
133’1in iyilestirici etkisini ortaya koymustur. Bu yoniiyle bu durum, ileride bu
ve buna benzer maddelerin karaciger hasari olusturabilecek hastaliklarin
tedavisinde kullanilmasinin yararli olabilecegini gostermektedir. Bunun
yaninda bu konuda CB2 reseptor agonistlerinin tedavide kullanilmasinda daha
ileri molekiiler biyoloji teknikleri ile calisma yapilmasinda fayda vardir.
Karaciger hasarini belirlemede klinikte karaciger fonksiyon testleri (ALT ve
AST degerleri) biiyiik 6onem arz etmektedir. Yalniz unutulmamalidir ki
calismamizda da gosterildigi gibi bu degerler her karaciger hasarini tam olarak
yansitmayabilir.

Calismamizda her ne kadar Prangos ferulacea bitkisinin toksik etkisi ve JWH-
133 maddesinin bu etkiyi azaltict yonii ortaya konulsa da bu durumun
mekanizmasi tam olarak ortaya ¢ikarilmamaistir. Bu konuda olasi yolaklardan
biri oldugunu disiindiiglimiiz ER stresi belirtegleri anlamli sonug
vermediginden gelecekte yukarida belirttigimiz toksik ve iyilestirici etkinin
mekanizmasinin tam anlamiyla ortaya ¢ikaran calismalarin yapilmasina
ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica ER stresini incelemek i¢in kullandigimiz
yontemden (ELISA yontemi) baska yontemlerin kullanilmasi da ileride

yapilacak ¢aligsmalarda sonucu anlamli ¢ikabilir.
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6. Calismamizda karaciger hasarinda degismesi beklenen sitokinlerden olan IL-
17 ve IL-23’lin degismedigi gozlenmistir. Prangos ferulacea bitkisinin
karaciger hasarindaki lokal ve sistemik sitokinlerin rolii ve buna CB2
agonistlerinin etkileri hakkinda daha kapsamli g¢alismalarla aydinlatilmasi
gereklidir.

7. Calismamizda genel olarak Prangos Ferulacea bitkisi hakkindaki literatiirdeki
bilgilerin aksine sonuglara ulasilmistir. Bu durum Prangos Ferulacea
Ekstrakt’nin uygulanma sekli, dozu, uygulama siiresi, bitkinin kullanilan
kismu, bitkinin toplandig1 bolge gibi faktdrlerin farkliligindan kaynaklanmis
olabilir.
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EK 1. Ozgecmis

Ad: Mesut

Soyad: CELIK

Dogum Yeri: BINGOL

Dogum Tarihi: 01.07.1989

Adres: Bingél Universitesi Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu
Cep Telefonu: (555) 457 77 30

Yabana Dil: Ingilizce

E-Posta Adresi: mesutcelik@bingol.edu.tr

Egitim Durumu

Lisans : Mustafa Kemal Universitesi Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Yiiksek
Okulu Fizyoterapi ve Rehabilitasyon Bolimii (2010-2014)

Y. Lisans: inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji A.D. (2017-2020)

Is Tecriibesi:

Fizyoterapist - Ozel Gokkusag1 Ozel Egitim ve Reh. Merkezi (2014-2015)
Fizyoterapist - Bingo6l Devlet Hastanesi (2015-2019)

Ogretim Gorevlisi - Bingol Universitesi (2019- )
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EK 2. Etik Kurulu Onay1

INOND ONIVERSHTES]
T FAKOLTESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU KARARI

Toplasts Tarih :25.07.2019

Toplants Yeri : Tip. Fak. Toplant Salonu
Arggteria Protokol no.su (WIVA-34

Deneyde Kullanilecak Heyvanin Térl : Rat

Deneyde Kullanbscak Hayvasun Soyu - /Wistar Albino
Deneyde Kullamlscak Hayvamn Cinsiyeti : E"“DD wrketmez
Deneyde Kullanilecak Hryvaom Suyse : ADadet

Deneyde Kullanilscak Heyvan Yag ve Aprhi: 8-10 haftalik

Inond Owiversitesl Tip Fakihesi Fizyokojl Anabilim Dah'n da Prof. Dr. Halil
DUZOVA'mn sorumlu arsgirmacs obdufu; *Pranges Ferulscea Ekstraktr Kayoakh
Hepatik Endoplasmik Retikulum Stresine Kargi Camabinoid Tip 2 Reseptie Agoaisti
JWH133'0n Etkisi™ isimli 2019/A-34 Protokol no b galigmansn dosyns: incelendi.

Adi gegen aragtirmanin; aragtma protokoliing tamamen wyulmak, Indntl Universitesi
Tip Fakilltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yoinergesi'nde belirtilen hususlar yerine
getirilmesi gartiyla caligmanin yaplmasimn uygun olduguns; oy birligi ile karar verildi
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