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1. OZET
Belkis SOYLU
Damsman: Yrd. Do¢. Dr. Ahmet Ozer SEHIRLI

Farmakoloji Anabilim Dah

Sicanlarda Yapilan Karaciger Iskemi Reperfiizyon Hasarinda St. John’s
Wort’un Etkilerinin Incelenmesi

Amag:  Serbest  oksijen radikalleri  iskemi/reperfiizyon (HI)  hasarinin
patofizyolojisinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu ¢alismada, HI hasarinda St. John’s
Wort’un (SJW) olas1 koruyucu etkisinin arastirilmasi amacglanmistir.

Gereg ve Yontem: Calismamizda, Wistar albino siganlarda anestezi altinda hepatik
arter, portal ven ve safra kanali 45 dakika siireyle klempe edilerek iskemi periyodu
olusturuldu ve bu siirenin sonunda reperfiizyona birakilan hayvanlar 1 saat sonra
dekapite edildi. St. John’s Wort (300 mg kg™, i.p.) ya da SF iskemi 6ncesi 3 giin
giinde tek doz ve iskemiden 30 dakika once peroral olarak uygulandi. Kontrol grubu
sicanlara sham operasyonu yapildi ve serum fizyolojik uygulamasi yapildi. Serum
orneklerinde AST ve ALT aktivitesi, TNF-o ve IL-1B diizeyleri dl¢iildii. Karaciger
dokusunda Na'K*-ATPaz, MDA, GSH, MPO tayinleri yapildi ve Western Blot
analizi ile Bcl-2/Bax oram1 ile Kkaspaz-3 ve 9 aktiviteleri o6lgiildi.
Immunohistokimyasal analizlerle P-gp ve MRP-2’in varhig degerlendirildi.
Bulgular: Iskemi/reperfiizyon serum AST, ALT, TNF-a ve IL-1B diizeylerini
yiikseltirken, SJW uygulamas1 ile bu degerler kontrol seviyelerine yaklagmistir.
Iskemi reperfiizyon, karaciger dokusunda MDA diizeylerinde, MPO, kaspaz-3 ve 9
aktivitelerinde artisa, GSH, P-gp ve MRP-2 diizeylerinde, Bcl-2/Bax oraninda ve
Na'K*-ATPaz aktivitelerinde azalmaya neden olurken, SJW uygulamasi bu
parametreleri anlamli olarak diizelmistir.

Sonuglar: Calismamizin sonucunda SJW’nin iskemi/reperfiizyon hasarina karst
degisik mekanizmalarla koruyucu etkilerinin gosterilmesi, toksisitesi olmayan bu

ajanin klinik acidan yeni bir tedavi prensibi olusturabilecegini diisiindiirmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: 1skemi/reperﬁizyon, St. John’s Wort, inflamasyon,

apoptoz.



2. SUMMARY
Belkis SOYLU
Supervisor: Yrd. Do¢. Dr. Ahmet Ozer SEHIRLI

Department of Pharmacology

Investigation of effects of St. John’s Wort in hepatic ischemia/reperfusion injury
conducted in rats

Objective: Reactive oxygen species play an important role in pathophysiology of
ischemia/reperfusion injury. In this study, the aim is investigation of the possible
protective effects of St. John’s Wort (SJW) in hepatic ischemia/reperfusion injury.
Methods: In our study, hepatic artery, portal vein and bile duct was clamped for 45
minutes for the purpose of ischemia period was formed in Wistar albino rats under
anesthesia and at the end of this time animals left to reperfusion for 1 hour were
decapitated. St. John’s Wort (300 mg.kg™, i.p.) or normal saline were administrated
for 3 days as one a day before ischemia and 30 minutes before ischemia per orally.
The rats in control group were sham-operated and normal saline was applied. AST
and ALT activity, TNF-a and IL-1p levels were measured in serum samples. Na K-
ATPaz, MDA, GSH, MPO were determined in liver tissue and caspase 3 and caspase
9 activity with Bcl-2/Bax ratio were measured by Western Blot analyze. Presence of
P-gp and MRP-2 was evaluated by immunohistochemical analyze.

Results: This levels approached to control levels with administration of SJW, while
ischemia/reperfusion enhance serum AST, ALT, TNF-a ve IL-1B levels. SIW
administration repaired these parameters meaningfully, while ischemia/reperfusion
cause increase in MDA levels, DNA fragmentation, Bcl-2/Bax ratio, MPO, caspase-3
and 9 activities and led to decrease in GSH, P-gp and MRP-2 levels and Na'K"-
ATPaz activity.

Conclusion: Our results indicate that shown of protective effects of SJW through
various mechanisms against to ischemia/reperfusion injury suggested that this non-
toxic drug clinically can create a new therapeutic principle.

KEYWORDS: Ischemia/reperfusion, St. John’s Wort, inflammatory, apoptosis.



3. GIRIS VE AMAC

Iskemi, arteriyel ya da vendz kan akimi azalmasina bagli organ ve dokunun
yetersiz perflizyonu sonucu bu doku veya organlarin oksijenden yoksun kalmasi
seklinde tanimlanmakta ve hiicresel enerji depolarinin bosalmasiyla toksik
metabolitlerin birikmesi sonucunda hiicre 6liimiine yol agmaktadir (Sener ve Yegen,
2009). Reperfiizyon bu iskemik dokudaki kan dolagiminin yeniden saglanmasidir
(Zimmerman ve Granger, 1992). Ancak iskemik dokunun reperfiizyonu dokuda,
sadece iskemi ile olusan hasara gore daha ciddi bir hasara yol agar (Zimmerman ve
Granger, 1992; Datta ve ark., 2013).

Hepatik iskemi/reperfiizyon hasar1 hepatik travma, hemorajik sok, biiyiik
intrahepatik tiimorlerin rezeksiyonu ve karaciger nakli gibi ¢esitli klinik durumlarda

meydana gelebilir (Sehirli ve ark., 2008; Zhai ve ark., 2012).

Hepatik iskemi reperfiizyon patofizyolojisi, karaciger hasarina yol agan bir¢ok
mekanizmanin devreye girmesiyle meydana gelir. Kuppfer hiicre aktivasyonu, reaktif
oksijen tiirevlerinin olusumu, sitokin ve kemokin salgilanmasi, nétrofillerin
toplanmasi, nitrik oksit (NO) ve endotelin (ET) dengesindeki bozulma,
mitokondriyal gegcirgenligin degisiklige ugramasi, vazokonstriiksiyon, kalsiyumun
hiicre i¢ine dengelenmemis gecisi ve pH paradoksu gibi ¢esitli hiicresel ve molekiiler

etkilesimler s6z konusudur (Baykara ve ark., 2010).

Iskemi sirasinda hepatositlerde oksijen yoklugu, mitokondriyal enerji {iretiminin
durmasina, ATP deplesyonuna ve hidrolitik enzimleri aktive eden ve hiicre hacim
regiilasyonunu bozan H*, Na’, Ca?* homeostazinin degisikligine neden olur. Bu
duruma siniisoidal liimenin daralmasi ve kiigiik kan dolagim1 disfonksiyonuna neden
olan NO ve ET iiretimi arasinda dengenin bozulmasi eslik eder. Kapiller daralma
ayrica hepatik notrofil birikimine neden olur. Bununla beraber Kupffer hiicrelerinin
aktive olarak, reaktif oksijen tiirevlerinin (ROT) ve TNF-q, IL-1 gibi proinflamatuvar
sitokinleri salar. IL-18 ve TNF-a, graniilosit-makrofaj koloni stimiile edici faktor
(GM-CSF), interferon gama (INF-y) ve TNF-B sitokinler adezyon molekiilleri



(intraseliiler hiicre adezyon molekiilii [ICAM] ve vaskiiler hiicre adezyon molekiili
[VCAM]) ve kemokinlerin indiiksiyonu boyunca salinir. Kemokinler ise nétrofil
aktivasyonu ve birikimini destekler, bdylece ROT ve proteazlar salivererek

parankimal hasarin ilerlemesine katkida bulunur (Elias-Miro ve ark., 2011).

Bitkisel iiriinlerin kullaniminin popiilaritesi tiim diinyada genelinde artmaktadir.
Yaygin olarak kullanilan bitkilerden biri olan Hypericum perforatum, hafif ve orta
dereceli depresyonun tedavisi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir: Bu endikasyonu
Alman Komsiyon E tarafindan da onaylanmistir ve diigilk yan etki ile hastalar
tarafindan iyi tolere edilmektedir. Depresyon disinda SJW geleneksel olarak yara
tyilestirmede (akut ve ilerlemis yaralanmalarda), birinci derece yaniklar ve miyalji
icin haricen kullanilmaktadir (Godtel-Armbrust ve ark., 2007; Choudhuri ve Valerio,
2005). Yapilan arastirmalarda Hypericum perforatum’un insan bagisiklik yetmezlik
viriisine (HIV, Human Immunodeficiency Virus) karsi antiviral etkinlik gosterdigi
bulunmus fakat viral biiylime ve lireme iizerindeki etki mekanizmasi net olarak
aciklanamamistir. Hypericum perforatum’un veya biyoaktif bileseni hiperisinin
kanserin cesitli tiirlerinde ve ilerlemesinde tedavi i¢in yararli olabilecegi goriisii de
mevcuttur (Hawken, 1997). Hypericum perforatum’dan elde edilen ekstrelerin P-gp
ve CYP enzimlerini indiikledigi glincel ¢aligmalarda gosterilmistir (Wang ve ark.,
2004; Wang ve ark., 2002).

Bu bilgiler 1s181nda, ¢alismamizda orta ve sol hepatik arterler, portal ven ve safra
yollart diizeyinde uygulanan iskemi/reperfiizyon sonucu olusan karaciger hasarina;

St. John’s Wort’un koruyucu etkilerinin arastirilmasi amaclanmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Karacigerin Anatomisi ve Fonksiyonlari

Karaciger, yetiskin viicut agirliginin yaklasik %2.5’ini olusturan viicuttaki en
biiyiik i¢ organ olup (http://irs.ub.rug.nl/dbi, Erisim tarihi: 20.06.2014;
http://faculty.ksu.edu.sa, Erisim tarihi: 20.06.2014), hepatositler, Kupffer hiicreleri,
siniizoidal endotelyal hiicreler, safra kanali epitel hiicreleri ve Ito hiicreleri olmak

lizere 5 ¢esit hiicre tipine sahiptir.

Hepatositler karaciger toplam hiicre kiitlesinin yaklasik %80’ini olusturmakta
(Allen, 2002) ve protein, kolesterol, safra asitleri ve fosfolipitlerin sentezinde,
protein depolanmasinda, karbonhitratlarin transformasyonunda, eksojen ve endojen
maddelerin detoksifikasyonunda gorev almaktadirlar. Ayrica insiilin benzeri biiyiime
faktorii IGF-1, trombopoietin ve eritropoietin gibi hormonlart ve interlokin-8 ve
interlokin-6 gibi sitokinleri ve C-reaktif protein (CRP) veya serum amiloid A gibi

proteinleri sentezleyebilirler (Ramadori ve ark., 2008).

Kupffer hiicreleri siniizoidlerde kalan makrofajlardir. Bu hiicreler yasl kirmizi
kan hiicreleri ve bakterilerin atilmasina yardimci olur. Ayrica safranin ana pigmenti
haline gelen bilirubin i¢indeki hem grubunu (hemoglobinde pigment iceren demir)
yikar (Allen, 2002). Kupffer hiicreleri hepatik kiitlenin yaklasik olarak %10 unu
olusturur. Bu hiicreler genel dolagima ulasmadan 6nce splankinik vendz kan filtre
eder, gastrointestinal kanaldan absorbe edilen antijenleri ve diger maddeleri fagosite
eder. Sepsiste, Kupffer hiicreleri bakterileri siipiirme, bakteriyel {iiriinleri inaktive
etme ve inflamatuvar mediyatdrleri temizlemeden gorevlidir. Kupffer hiicrelerinin
aktivasyonu (inflamatuvar uyari ile), karacigere nétrofilleri toplayan ve inflamatuvar
cevabi artiran sitokinler ve kemokinleri igeren proinflamatuvar maddeleri iiretir veya
salimini tetikler. Kupffer hiicreleri yabanci bilesenlere karsi viicudu korumak igin

esansiyeldir (http://www.noranaes.org, Erisim tarihi: 20.06.2014).

Siniizoidal endotelyal hiicreler, Disse araligina siniizoidal endotelyum boyunca

bircok proteinin serbestce gecmesine izin veren biiyiik porlardir.
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Safra kanal1 epitel hiicreleri, portalda interlobiiler safra kanalinda bulunmaktadir.

Ito hiicreleri, Disse araliginda bulunmaktadir. Karaciger hasar1 olustugunda Ito
hiicreleri, karaciger fibrozuna neden olan kollojeni tireten hiicrelere doniistiiglinden
dolay1 onemlidirler. Eger bu durum biiylik bir alanda olusursa, karacigerde siroz

meydana gelir (Allen, 2002).

4.1.1. Karacigerin fizyolojik fonksiyonlari

» Protein metabolizmasi: Karaciger protein metabolizmasi igin ana merkezdir.
Karaciger, proteinlerin ve peptitlerin birgok c¢esidini sentezler ve yikar.
Ayrica amino asitlerin iiretiminde ve yikilmasinda esansiyel bir role sahiptir.
Hepatositler amino asitleri transaminasyon ve oksidatif deaminasyon
reaksiyonlart ile keto asitlere, glutamine ve amonyaka g¢evirir.
Karaciger tarafindan iiretilen proteinler viicutta her bir organi etkilemektedir,
bu proteinler; koagiilasyon faktorleri, akut faz reaktifleri, hormonlarin

prekiirsorleri ve tastyici proteinlerdir.

» Karbonhidrat metabolizmasi: Karaciger, 6zellikle karbonhidrat i¢ceren 6giin
sonrasinda, giinliik aglik veya uzun siireli egzersizden sonra kan glukozunun
homeostazinda Onemli bir role sahiptir. Karaciger glukozu, Siniizoidal
kandaki glukoz konsantrasyonu ve hormonal etkileri ile insiilin,
katekolaminler ve glukagon diizeylerine bagli olarak yikar veya iiretir.
Glukoz ve glikojenin hepatik sentezi arasinda karsit bir iligki vardir. Tokluk
kosulunda, karaciger glukozu glikojene ¢evirir. Aksine, Kkarbonhidrat

yoksunlugunda karaciger glukoz iiretimini artirir.

» Lipid metabolizmasi: Karacigerde yag asitlerinin major kaynaklari
tekrarlayan lipojenez, karaciger tarafindan alinan lipoproteinler, ekzojen
(plazma) serbest yag asitleri ve sitoplazmik trigliseritlerin hidrolizidir.
Glikojen depolar1 doldugunda, karaciger glukozu efektif olarak yag asitlerine
ve trigliseritlere cevirir. Karaciger yag asitlerinin metabolizmast icin iki

major yolu kullanir, bunlar; esterifikasyon ve beta-oksidasyondur.



» Safra metabolizmasi: Karaciger safra asitlerini sentezler ve viicuttan

sterollerin atilmasi i¢in sorumlu seftir.

» Koagiilasyon: Karaciger, faktor III (doku tromboplastin), IV ve VIII (von
Willebrand faktor) disindaki tiim koagiilasyon faktdrlerini sentezler.

» Eritropoez (Hem grubu ve bilirubin metabolizmasi): Karaciger,
hamileligin 9. ve 24. haftalar1 arasinda fetiislin birinci eritropoetik organidir.
Bu gorevine infant (yeni dogan) yaklasik 2 aylik olana kadar devam eder.
Yetigkinlerde karaciger hem iiretiminin yaklasik %?20’sinden sorumludur.

Hemoglobinin metabolizmasi sonucu bilirubin olusur.

» Endokrin fonksiyonu: Karaciger, hormonlar ve hormon bagli proteinlerin
metabolizmasinda ana rol oynar. Karaciger hormonlarin bir¢gogunu sentezler
(anjiotensinojen, trombopoietin, insiilin benzeri biiyiime faktorii) ve inaktive

eder (aldosteron, estrojenler, androjenler, antidiiiretik hormon).

> Immiin fonksiyonu: Karaciger retikiiloendotelyal organlarin en biiyiigiidiir

ve viicut savunmasinda belirgin bir role sahiptir.

> llaglarin (Ksenobiyotiklerin) metabolizmasi: Karaciger ksenobiyotikleri
metabolize eden ana organdir. Ilaglarm hepatik klerensini kontrol eden
enzimatik yollar 3 kategoriye veya faza ayrilabilir. Faz 1 reaksiyonlari,
sitokrom P450 tarafindan yiiriitiiliir ve ilaglarin polaritesini artirir. Faz 2
reaksiyonlari, ilag veya metabolit ve endojen hidrofilik bir madde arasinda
konjugasyondur. Faz 3 reaksiyonlari, enerji bagimli tastyici sistemler yoluyla
ilag eliminasyonunu igerir. Hepatik klerens bu fazlarin biri veya daha

fazlasindan olusabilir (http://www.noranaes.org, Erisim tarihi: 20.06.2014).

4.1.2. Hepatik kan akim
Kalp debisinin yaklasik olarak %25’i karacigerden gegmektedir (1 g karaciger

icin 1 ml kan). Kan karacigere hepatik arter ve portal venden girmektedir. Portal ven


http://www.noranaes.org/

karacigere toplam kan akisinin %70 ila %75’ini ve hepatik oksijen tiiketiminin %50

ila %55°1ni iletmektedir.

Hepatik arter ve portal ven, karacigere porta hepatis boliimiinden girer ve

karacigere paralel bir yol izlemektedir.

4.1.3. Karaciger enzimleri
Aminotransferazlar

Aminotransferazlar en sik degerlendirilen ve hepatoseliiler nekrozun spesifik
indikatorleridir. Bu enzimler, aspartat aminotransferaz (AST veya serum glutamat
oksaloasetik transaminaz-SGOT) ve alanin aminotransferaz (ALT veya serum
glutamik piruvat transaminaz-SGPT), aspartat ve alaninin amino asitlerinini
ketoglutarik asidin keto grubuna transferini katalizlerler. ALT, oncelikli olarak
karacigerde bulunur. Fakat AST kalp, iskelet kasi, bobrek, beyin ve karaciger gibi

dokularin bircogunda bulunur.

AST: aspartat + o ketoglutarat = oksaloasetat + glutamat

ALT: alanin + a ketoglutarat = piruvat + glutamat

AST, hepatositlerin mitokondri ve sitozollerinin her ikisinde de bulunurken, ALT

sitozolde bulunmaktadir.

Yaygin doku nekrozundan sonra serumda mitokondriyal AST de biiyiik artis
meydana gelir (Tablo 1).

Aminotransferaz degerlerinin hafif, orta ve ciddi yiikselmesi:
1. Ciddi (>20 kat, 1000 U/L): Aspartat aminotransferaz ve alanin
aminotransferaz seviyeleri tiim karaciger hastaliklarinda bir dereceye kadar
artar. En yiiksek deger ciddi viral hepatit, ila¢g veya toksinlerin neden oldugu

nekroz ve dolasim sokunda meydana gelebilir.



2. Orta (3-20 kat): Aspartat aminotransferaz ve alanin aminotransferaz, akut

hepatit, neonatal hepatit, kronik hepatit, otoimmiin hepatit, ilacin indiikledigi

hepatit, alkolik hepatit ve akut safra yolu tikanmalarinda orta seviyede

yiikselir. Alanin amino transferaz, kronik karaciger hastaliklarinda AST ile

karsilagtirildiginda genellikle daha fazla artmaktadir.

3. Hafif (1-3 kat): Bu yiikselmeler genellikle sepsisin indiikledigi neonatal

hepatit, ekstrahepatik biliyer atrezi, karaciger yaglanmasi, siroz, nonalkolik

steato hepatit ve ilag¢ toksisitesinde goriiliir (Thapa ve Walia, 2007).

Tablo 1: Aminotransferaz degerlerinde belirlenen artisin nedenlerinin biyokimyasal

ozellikleri (Giannini ve ark., 2005).

Neden

Aminotransferaz
degerlerinde artis
(degerxURL)

Bilirubin
degerinde artis
(degerxURL)

Yorumlar

iskemik hasar

>10 ila >50

<5

AST>ALT; baslangic
piklerinden sonra
aminotransferaz degerinin
hizhi artisa

ALT/LDH oram <1

Komorbid kosullarinin
varhgi

Toksik hasar

>10

<5

Enzim degisikliginin modeli
iskemik hepatitinki ile
benzerdir.

Toksik hasarin hikayesi

Akut viral
hepatit

5-10ila>10

5-10

Aminotransferaz degerlerinin
yavas artis1
Risk faktorlerinin varlig

Akut biliyer
tikanma

5-10

5-10ila>10

Aminotransferaz artisi
kolestazdan 6nde gider.
Tipik semptomlarin varligi

Alkolik hepatit

5-10

5-10ila>10

AST/ALT orani > 2

Not: URL: En st referans limit; AST: Aspartat aminotransferaz; ALT:

Alanin aminotransferaz; LDH: Laktat dehidrojenaz

4.2. Hepatik Iskemi Reperfiizyon Hasar1

Hepatik iskemi/reperfiizyon (HI) hasari, kompleks karaciger ameliyati sirasinda

portal vaskiiler baglama nedeniyle vaskiiler girisin tikanmasinin bir sonucudur. Bu




hasar direkt olarak karaciger iskemisinin siiresi ile iliskilidir ve karaciger
transplantasyonu ve rezeksiyonunda morbidite ve mortalitenin 6nemli bir nedenidir.
Klinik pratiklerden edinilen bilgiyle, HI hasar1 sirasinda meydana gelen
biyokimyasal ve hiicresel degisiklikler ¢alisilmistir. Bu c¢aligmalarin sonuglari, HI
hasarinin  patofizyolojisinin  anlasilmasinda ve yeni terapdtik metotlarin

gelistirilmesinde avantaj saglamaktadir (Lentsch, 2012).

Iskemi, hiicre enerji diizeyinin diismesine ve toksik metabolitlerin dokuda
birikimine yol acarak hiicre fonksiyon bozuklugundan hiicre 6liimiine kadar giden bir
dizi biyokimyasal reaksiyonu baslatir. Iskemik dokunun tekrar kanlanmasi
reperfiizyondur. Enerji gereksiniminin giderilmesi ve toksik metabolitlerin ve cesitli
inflamatuvar mediyatorlerin sistemik dolasima verilmesi ile ciddi metabolik
bozukluklar olusabilir ve bu durum daha ileri doku hasarina yol agabilir. iskemi-
reperfiizyon hasari, hipoksi doneminden sonra oksijen tasinmasinin siirdiiriilmesinde
yer alan ¢ok komplike hiicresel olaylarn bir dizisidir (Baykara ve ark., 2010;
Baykara ve Tekmen, 2005).

4.2.1. Karaciger iskemi reperfiizyon hasarinin tipleri ve asamalari

Hepatik iskemi/reperfiizyon olarak nitelendirilebilen karaciger hasarmin iki
onemli tipi ayirt edilmektedir. Hepatoseliiler hasar1 baglatan hizli (warm) HI hasari,
karaciger transplantasyon cerrahisi sirasinda veya sok veya travma sirasinda in situ
gelisir. Bu olay karaciger veya ¢oklu organ yetmezligine neden olabilir. Hepatik
siniizoidal endotel hiicrelere zarar vererek veya mikrosirkiilasyonu bozarak baglayan
ingin (cold) HI hasari, ex vivo korumasi sirasinda meydana gelir ve genellikle
karaciger transplantasyon cerrahisi sirasinda hizli HI hasar ile birliktedir. ki HI
hasart tipinin baslangig seliiler hedefleri farkli olmasina ragmen ilerleyen donemlerde

immiin sistemi aktive ederek inflamasyona neden olurlar (Zhai ve ark., 2013).

4.2.2. Iskemi/reperfiizyon hasarmn patofizyolojisi
Iskemi faz1 sirasinda, anaerobik metabolizma meydana gelir ve birgok hiicresel
fonksiyon i¢in temel olan yliksek enerjili fosfatlar yeterli miktarda tiretilmez. Yiiksek

enerjili fosfatlarin diisilk degerleri, homeostaz, sinyal etkilesimleri, hiicresel
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proliferasyon ve apoptotik 6liim dongiisiiniin prosesi gibi hiicresel fonksiyonlarin

birgogunu etkilemektedir.

Adenozin tri fosfat (ATP) deplesyonu, sodyum/potasyum ATPaz (Na'/K'-
ATPaz) fonksiyonunu bozmaktadir. Ek olarak, iskemi sirasinda ortaya ¢ikan toksik
metabolitler, hiicresel 6deme yol agmaktadir. Eger iskemi 24 saatten daha fazla
devam ederse, hiicresel nekroza, apoptozise veya noroapoptozise yol acgan
perfiizyondan sonra ATPsentaz aktivitesi irreversibl (geri doniisiimsiiz) olarak inhibe
edilir. Iskemi ayrica endotelyal hiicrelere adezyon molekiillerinin artmis
ekspresyonuna bagli olarak nétrofil adezyonuna neden olur. Buna ek olarak, kan
dolagiminin yeniden olugsmus olmasina ragmen, NO ve ET arasindaki denge bozulur
ve boylece vazokonstriiksiyon ve ardindan mikrosirkiilatuar yetmezlik goriiliir. Kan
akiginin yeniden olusmasi tretilen mediyatorlerin miktar1 (6r. ROT), endotelyal ve
noétrofil adezif cevaplarin derecesi ve Kupffer hiicre aktivasyonunu artirarak hasari

geri doniistimsiiz hale getirmektedir (Sekil 1) (Siriussawakul ve ark., 2010).
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Sekil 1: Cok yonlii hepatik/iskemi reperfiizyon hasar1. Kupffer ve endotel hiicreleri

sitokinleri ve kemokinleri tiretir.
EC: Endotel hiicre; KC: Kupffer hiicre; ATP: Adenozintrifosfat; TNF: Tiimor nekroz
faktor; IL: Interlokin; ICAM: Hiicreler aras1 adezyon molekiilii; VCAM: Vaskiiler
adezyon molekiilii; PAF: Platelet aktive edici faktor; L'TB4: Lokotrien B4; GMS-
CSF: Graniilosit-makrofaj koloni stimiile edici faktor; INF: Interferon; ROS: Reaktif

oksijen tiirevleri (Siriussawakul ve ark., 2010)

4.2.3. Karaciger iskemi/reperfiizyon hasarinda rol oynayan bashca faktorler

A. Hiicreler: Kupffer hiicreleri, I6kositler, trombositler ve endotel hiicreleri

B. Mediyatorler: Sitokinler,

reaktif oksijen metababolitleri,

kompleman

sistemi, ATP deplesyonu ve kalsiyum homeostazinda bozukluk, pH

paradoksu
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A. Hiicreler

4.2.3.1. Kupffer hiicreleri:

Kupffer hiicreleri, insan viicudunda bir arada bulunan en biiyiik makrofaj
toplulugudur. Kupffer hiicreleri karaciger hasarinda onemli bir yere sahiptir
(Papadopoulos ve ark., 2013; Abu-Amara ve ark., 2010; IImakunnas, 2008). Hiicreler
iskemi fazinda aktive olur ve reperfiizyon sirasinda aktivasyonu artar (Abu-Amara ve
ark., 2010). Ek olarak, reperfiizyon baslangicinda, Kupffer hiicreleri, Toll benzeri
reseptor 4 sinyali ile ve/veya tamamlanmasi ile daha ileriki aktivasyona maruz kalir.
Aktive olmus Kupffer hiicreleri, 16kosit aktivasyonu vasitasiyla inflamatuvar hasari
devam ettirebilen TNF-a, IL1, IL6 ve prostoglandinler gibi proinflamatuvar
sitokinleri, antiinflamatuvar mediyatorleri (IL10, IL13) ve ROT saliverir
(Siriussawakul ve ark., 2010; Abu-Amara ve ark., 2010).

4.2.3.2. Lokositler ve lenfositler:
Lenfositler, genelde portal kanallar boyunca bulunmaktir. Bu lenfositler sinirlt
cesitlilik ile antijen reseptorlerini olusturur, hiicre membran glikoproteinlerini ve

lipid bilesenlerini tanir ve hizli sitokin iiretimi ve sitotoksik aktivite sergiler.

Lenfositler, 6zellikle CD4+ T-hiicreleri, reperfiizyon sonrasi karacigerde hizlica
toplanmaktadir. CD4+ T-hiicreleri, ROT, Kupffer hiicreleri tarafindan saliverilen
sitokinler ve kompleman faktorleri ile antijen sunumundan bagimsiz olarak aktive
edilebilmektedir. Bu T-hiicreleri ayrica iskemi sirasinda aktive olan antijen iiretim
yetenegi olan siniizoidal endotelyal hiicreler ve hepatik dendritik hiicrelerin her
ikisinden dolayr antijen bagimli aktivasyona maruz kalabilir. Adaptasyon immiin
cevaplarinin baslangicina ek olarak, T-hiicreleri hepatik nétrofil toplanmasini artirr,

dolayisiyla doku hasarini gii¢lendirir (Ilmakunnas, 2008).

4.2.3.3. Trombositler:
Reperfiizyon esnasinda trombositler hepatik siniizoidlere ¢oker ve programli
endotelyal hiicre oliimiinli indiikler. Trombosit sentez ve salinimi ile ilgili bir¢cok

faktor HI hasar1 ve rejenerasyonunda énemli rol oynar. Bunlar sitokinler, trasforming
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bliylime faktorii-p gibi biliylime faktorleri, serotonin ve kalpaindir. Yapilan bir
calismada, platelet kaynakli serotoninin karaciger iskemi sonrast doku onarimina
yardimec1 oldugu gosterilmistir. Insan trombositlerinin  deagregasyon sonrasi
fibrinojenin integrine baglanmasi ile kalpain aktivasyonu gergeklesir. Kalpainin

agregasyon sonrasi cevapta dnemli bir rol oynadig1 tahmin edilmektedir.

Ayrica trombositler NO iiretirler. Trombosit kaynakli NO, endotel hiicrelerin
programli 6liimiiniin indiiklenmesinde 6nemli bir rol oynayan peroksinitrit liretimine

neden olur (Souza ve ark., 2000).

4.2.3.4. Endotel hiicreler:

Bu hiicrelerin hasar1 Ca®*-ATPaz vasitasiyla ingin (cold) iskemi sirasinda baglar,
intraseliiler kalsiyumun birikimi ile sonuglanir. Bu olay:1 takiben, bir seri olay
endotelyumun platelet adhezyonuna daha fazla duyarli olmasina ve azalmis

siniizoidal akisa neden olur.
B. Mediyatorler

4.2.3.5. Sitokinler:

Sitokinler, inflamatuvar cevabi indiikleyerek ve HI hasar1 ciddiyetini modiile
ederek, HI hasarinda hayati bir rol oynamaktadir. Timor nekroz faktor-o ve
interlokin-1 (IL-1) HI hasarinda yaygin olarak bulunan iki sitokindir.

e TNF-a: insan TNF 1985°de klonlanmistir (Bradley, 2008). Tiimér nekroz

faktor-a, notrofiller, makrofajlar ve T hiicreleri tarafindan tiretilirler (Bradley,
2008; Borish ve Steinke, 2003). Aktive makrofajlardan ve T hiicrelerinden
transmembran prekiirsor proteini olarak sentezlenir. Tiimor nekroz faktor-a,
akut faz reaksiyonunu uyaran proinflamatuvar bir sitokindir (Kalfa ve Aksu,
2011). Akut travmaya cevap olarak TNF-a salinimi hizli ve kisa siirelidir.
Yar1 omrii 15-18 dakika olmasina ragmen, TNF-a’nin kisa siireli ortamda
bulunmasi bile 6nemli metabolik ve hemodinamik degisikliklerin gelismesine
ve dongilinlin ileri kismindaki sitokinlerin aktive olmasmna neden olur

(llmakunnas, 2008).
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Tiimdr nekroz faktor-a, reperfiizyonun 30. dakikasinda serumda yiikselir ve 8

saate kadar serumda bulunur (Datta ve ark., 2013).

Birgok hastalikta inflamasyonun patogenezinde Onemli rol oynamaktadir.
Apoptotik hiicre 6liimiinii ve inflamasyonu indiikler, timdr gelisimini ve viral

replikasyonu engeller.

Timor nekroz faktor-a, inflamatuvar sitokinlerin  (IL-1B, I1L-6, [L-8)
salinimin1 uyarir, bir seri kritik kemokinin artigina yol acar (MCP-1, MIP-2,
RANTES, MIP-1a) ve ayrica endotel adezyon molekiillerinin (ICAM-1,
VCAM-1, E-selektin) gii¢lii bir aktivatoriidiir. Tiimor nekroz faktor-a, 16kosit
kemotaksisini ve aktivasyonunu modiile eder ve Kupffer hiicrelerinde ROT
tiretimini indikler (Siriussawakul, 2010). Timor nekroz faktor-o’nin bu
fonksiyonlar1, inflamatuvar reaksiyonlarla ilgili olaylarin baglamasini ve

stirdiiriilmesini diizenler (Kalfa ve Aksu, 2011).

IL-1: Interldkin-1, 6ncelikle Kupffer hiicrelerinde ayrica endotel hiicreleri,
nétrofiller, epitelyal hiicreler tarafindan da sentezlenir. Interldkin-1 iiretimi,
endotoksin, diger sitokinler, mikroorganizmalar ve antijenler gibi bir¢ok ajan
tarafindan stimiile ederek (Borish ve Steinke, 2003), TNF-a’ya yanit olarak
salgilanir (Baykara, 2005). Interlokin-1’in ROT iiretimine katkida bulundugu

ve notrofil birikimine neden oldugu bilinmektedir (Siriussawakul, 2010).

IL-6: Interlokin-6, Kupffer hiicreleri, monosit, lenfosit, fibroblastlar ve
siniizoidal endotel hiicreleri tarafindan sentezlenir (Baykara ve ark., 2005;
Borish ve Steinke, 2003). interlokin-6, T-hiicre aktivasyonu, biiyiimesi ve
farklilagmasini diizenler. Lenfosit aktivasyonuna ek olarak, IL-6 akut faz
proteinlerinin tiretiminin hepatosit sentezinin en onemli indiikleyicisi olarak
bilinir. Bu proinflamatuvar etkilerin aksine, IL-6 g¢esitli antiinflamatuvar
etkileri yonetir. Interlokin-1 ve TNF-a birbirlerinin ve IL-6’nin sentezini
indiiklerken, IL-6 IL-1 ve TNF-a sentezini inhibe eder (Borish ve Steinke,
2003).
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4.2.3.6. Reaktif oksijen tiirevleri ve reaktif nitrojen tiirevleri:

Reaktif oksijen tiirevleri, normal hiicre fonksiyonlar1 sonucunda endojen olarak
ortaya ¢ikan molekiillerdir. Normal kosullar altinda, molekiiler oksijenin biiyiik bir
kismu hiicre i¢i sitokrom oksidaz sistemi ile dort degerlikli indirgenmeye ugrayarak
suya dontigiir. Ancak HI durumunda sadece bir elektron (é) transferi ile tek degerlikli
indirgenme olur ve intraseliiler hasar1 destekleyebilen ROT ve reaktif nitrojen
tirevleri (RNT) olusur (Siriussawakul ve ark, 2010; Baykara ve Tekmen, 2005).
Olusan bu ROT, proinflamatuvar sitokinleri tireten Kupffer hiicrelerini i¢eren diger
hiicre dizilerini uyarmaktadir. Major ROT, hidroksil radikali (OH.) ve hidrojen
peroksittir (H,O,). Siiperoksit (O;) ile NO gibi ROT’ nin reaksiyonlari, peroksinitrit
(ONOOQ) gibi asir1 oksidatif olabilen bir RNT iiretir (Siriussawakul ve ark, 2010).

4.2.3.7. Kompleman:

Kompleman sistemi de HI hasarina 6nemli 6l¢iide katkida bulunur ve yaklasik
30 ¢oziinebilir ve membran bagl proteinlerden olusmaktadir. Bu sistem 3 yol ile
uyarilmaktadir:

1. Antikor bagiml klasik yol

2. Alternatif yol

3. Mannoz bagl lektin yolu.

Aktive oldugunda kompleman proinflamatuvar sitokinlerin ve kemotaktik

ajanlarmn tiretimini uyarir ve buna ek olarak bagisiklig1 diizenleyebilir (Siiussawakul
ve ark., 2010).

Karaciger Kupffer hiicrelerinin ve notrofillerin aktivasyonu, sitokinlerin ve
kemokinlerin {iretimi, ROT’nin {iretimi, adezyon molekiillerinin artmig ekspresyonu
HI hasarinin her iki tipinde de bulunan immiinolojik kaskadlardir (Zhai ve ark.,
2013).

4.2.3.8. ATP deplesyonu ve kalsiyum homeostazinda bozukluk

Kalsiyum, HI hasarinda ilk etkilenen faktorlerden biridir. Iskemi, intraseliiler

oksijen yokluguna neden olan yetersiz kan akimi ve bunu takiben oksidatif
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fosforilasyonda ve ATP olusumunda azalma ile karakterizedir (limakunnas, 2008).
Adenozin tri fosfat seviyelerinde diisme, oksidatif fosforilasyonun sonlanmasinda
anahtar rol oynar (Nauta, 1990) ve intraseliiler genisleme ve seliiler kalsiyum
homeostazinda diizensizligi takiben hiicre membran biitlinliiglinde kayba neden olur.
Kalsiyum diizeylerindeki artig, hiicre membran yapisinin bozulmasina ve apoptotik
ve nekrotik yollarin aktivasyonuna izin vererek intraseliiler fosfolipaz ve proteazlari

aktive eder (llmakunnas, 2008).

Siganlarda olusturulan HI modelinde, spesifik mitokondriyal kalsiyum geri alim
inhibitorii kullanildiginda HI hasarmin azaldigi gosterilmistir (Anderson ve rak.,
2005).

4.2.3.9. pH paradoksu

Iskemi sirasinda, karaciger hiicreleri ATP iiretiminin yoklugundan dolay:
yasama kabiliyetini kaybedecektir. Ancak hipoksinin dogal olarak meydana getirdigi
asidoz nekrotik hiicre 6liimiiniin baslangicini geciktirmektedir. Reperfiizyon sonrast,
doku pH’s1 normalle doner ve asidozun korumasi kaybolur. Bu nedenle reperfiizyon
pH degerini normal seviyeye geri dondiirdiigii icin paradoksal olarak nekrotik hiicre
Olimiinii hizlandirir. Hizli (warm) ve ingin (cold) iskemi sonrasinda sirasiyla

hepatositler ve endotel hiicreler pH-bagimli nekrotik hiicre 6liimiine duyarhidir
(Malhi ve ark., 2006).

4.2.4. Apoptoz ve nekroz
Apoptoz yiiksek oranda programlanmis ve genetik olarak kontrol edilen hiicre
6limiidiir, uygun organogenezisden emin olmak i¢in embriyonik gelisim sirasinda ve

yetiskin sagligi i¢in gereklidir.

4.2.4.1. Apoptozun mekanizmasi

Apoptoz bir¢ok farkli uyarici tarafindan tetiklenebilmesine ragmen, hiicrede
apoptotik sinyal ana olarak belirlenen 6lim reseptor yolu (ekstrinsik yol olarak da
adlandirilir) ve mitokondriyal yol (intrinsik yol olarak da adlandirilir) olmak iizere

iki molekiiler yol aracilig1 ile uyarilir. Intrinsik ve ekstrinsik yollarin her ikisinin

17



sonlanim noktasi intraseliiler proteazlarin (6zellikle kaspazlar olarak adlandirilan
proteolitik bir enzim grubu) ve sonug¢ olarak seliiler bilesenleri degrade eden

endoniikleazlarin genis ¢esitliligi ile aktivasyonudur.

Ekstrinsik yol, ayn1 kokenli ligandlan ile (TNF-o, Fas ligand (FasL)/CD95L,
TRAIL) 6lii reseptorler (timor nekroz faktor reseptor 1 (TNF-R1), Fas/CD95 ve
ligand reseptor 1 ve 2 (TRAIL-R1 ve TRAIL-R2)’yi de i¢eren apoptoz iliskili timdr
nekroz faktor gibi) olarak isimlendirilen sitokin reseptorlerinin bir ailesinin
baglantisin1 takiben plazma membraninda baslamaktadir (Guicciardi ve Gores,
2005). Fas (CD95) reseptorii tiimor nekroz faktorii/sinir biiylime faktorii (TNF/NGF)
stiperfamilyasinin bir tyesidir. Fas reseptorii, ligandi FasL (CD95L) ile veya
antikoru ile birlikte kaskad reaksiyonu boyunca kaspaz-3’ii aktive edebilir ve bu

Fas’1 indiikler ve hiicrelerde apoptoz gerceklesir (Li ve ark., 2003).

Intrinsik ~ yol, y-1sinlama,  oksidatif  stres, toksinler, ksenobiyotik
metabolizmasinin reaktif ara {irtinleri, biiyiime faktor yoksunlugu ve mitokondriyal
disfonskiyonu indiikleyen bazi kemoterapdtik ilaglar gibi farkli ekstra veya

intraseliiler sinyaller ile tetiklenmektedir.

Oliim reseptorleri, ozellikle Fas, hepatotropik viriisleri elimine etmek igin
evrimsel baskiya cevap olarak tiim karaciger hiicre tiplerinde yaygin olarak ekspre
edilirler. Fas/FasL sistemi viral olarak enfekte olan hiicreleri 6ldiirmek i¢in yaygin
olarak kullanan bir yoldur. Hepatositlerde 6lim reseptorlerininin  yiiksek
degerlerinden dolay1, karacigerde apoptoz ana olarak ekstrinsik yol ile meydana gelir
(Guicciardi ve Gores, 2005).

Reperfiizyon sirasinda, TNF-o ve diger mediyatorler sitoplazmaya salinan
mitokondri sitokrom-C’nin yan1 sira proteaz kaspaz-3 ve kaspaz-8 gibi apoptozda yer
alan proteinlerin birgogunu aktive eder. Bu maddeler ile baslayan ardisik olaylar
DNA harabiyetine ve hiicre 6limiine neden olur (Sekil 2) (Montalvo-Jave ve ark.,
2008).
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Sirozlu siganlarda hepatik iskemi reperfiizyon hasarinin indiikledigi hepatosit
apoptozunun calisildigr bir arastirmada, Fas-mRNA ekspresyonunun ve kaspaz-3
aktivitesinin uzayan karaciger iskemisi zamanina bagli olarak arttig1 ve apoptotik

hepatositlerin arttigr gézlemlenmistir (Li ve ark., 2003).

DISC

iinchnndrin

IIll
' Mitochondrial
pothway

|
r
CRToRE

Sekil 2: Apoptozun 6liim reseptorii aracili (ekstrinsik) yolu (Guicciardi ve Gores,

2005)
Ana olim reseptorleri (Timor nekroz faktor reseptor 1 (TNF-R1), Fas/CD95 ve
ligand reseptor 1 ve 2 (TRAIL-R1 ve TRAIL-R2)’yi de igeren apoptoz iligkili timdr

nekroz faktor) araciligi ile sinyalin sistematik temsili.
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Oliim reseptdrlerinin  ayni  kokenli ligandlar1 ile birlesmesi, reseptdriin
oligomerizasyonu ve inaktif oOncii kaspaz-8 ve/veya 10’a baglanan adaptor
proteinlerin (Oliim domaini ile Fas baglantil1 protein (FADD), 6liim domain proteini
ile baglantili TNF-R1 (TRADD)) toplanmasi ile sonug¢lanir. Olusan kompleks 6liim
indiikleme sinyal kompleksi olarak isimlendirilir (DISC; Sekil 2). Cesitli prokaspaz
molekiillerinin  yakinligi, kendini isleme ile kaspazin aktivasyonu ile
sonuglanmaktadir. Aktif 6ncii kaspazlar direkt olarak kaspaz-3, 6 ve 7 gibi grup
icindeki kaspazlar1 aktive eder veya sadece protein Bid’in ayrilmasi ve aktivasyonu

ile mitokondriyal yolu kullanmaktadar.

4.2.5. Multidrug Resistance-Associated Protein-2

Coklu ilaca diren¢ (multidrug resistance) genleri, P-gp gibi diger ila¢ effluks
(disa atim) pompalarmi da kapsayan ATP baglayict kaset tastyicilar siiper
familyasinda bulunmaktadir (Courtois ve ark., 1999). Multidrug Resistance-
Associated Proteinler organik anyon tasiyicilardir ve etki mekanizmasi agisindan P-
gp ila¢ tasima sistemine Onemli derecede benzemektedir (Borst ve ark., 2000). P-
glikoprotein gibi, MRP hidrofobik ilaglarin bir kisminda dirence neden olabilir.
Multidrug Resistance-Associated Protein, oncelikli olarak plazma membraninda
bulunmaktadir ve hiicrelerde ilag birikimini azaltabilir ve bu etki plazma
membraninin permeabilizasyonu ile iliskilidir (Zaman ve ark., 1994; Borst ve ark.,
2000). Multidrug Resistance-Associated Protein-2, amfipatik kimyasallar, ilag
konjugatlari, 16kotrien C4, prostaglandin ve bilirubin glukuronidleri gibi endojen
maddeleri ve farkli bir substrat grubu tasir ve doku dagilimi ile birlikte

eliminasyonun 6nemli bir belirleyicisidir (Kim ve ark., 2013).

Multidrug Resistance-Associated Protein-2, 190 kDa plazma membran
fosfoglikoprotein olup (Courtois ve ark., 1999), insanlar, kopekler, fareler, sicanlar
ve tavsanlar dahil bir ¢ok tiirden klonlanmistir. Multidrug Resistance-Associated
Protein-2’nin yiiksek ekspresyonu karacigerde, bagirsakta ve bobrekte bulunurken,
diger dokularda ya ¢ok az ya da hi¢ ekspresyon olmamaktadir. Kopekler, fareler ve

sicanlarda  MRP2’nin doku dagilimi1 insanlarinki ile cok benzerdir, tek fark
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kopeklerde bobrek ile karsilastirildiginda karacigerde MRP2 degerinin daha diisiik
olmasidir (Dallas ve ark., 2006).

Multidrug Resistance-Associated Protein-2, safraya bilirubin glukuronidlerinin
sekresyonu i¢in sorumlu major bir tasiyicidir (Cruz ve ark., 2010; Borst ve ark.,
2000) ve aktivitesi plazma membraninda insersiyon tarafindan diizenlemektedir.
Fakat kontrol eden faktdrler tam olarak aydinlatilamamistir. Kalsiyum sinyali birgok
hiicre tipinde vezikiillerin ekzositozunu diizenlemektedir ve tip II inositol 1,4,5-
trifosfat reseptorii hepatositlerin kanalikiiler bolgesinde Ca®* salmmim diizenler.
Yapilan bir ¢alismada tip I inositol 1,4,5-trifosfat reseptdrii aracili Ca®* sinyalleri
kanalikiiler membrana MRP2’yi hedefleyerek safraya organik anyon sekresyonunu
artirdigi gozlemlenmistir (Cruz ve ark., 2010). Multidrug Resistance-Associated

Protein-2 eksikligi Dubin-Johnson sendromunda gozlemlenir (Kudo ve ark., 2012).

Yapilan son ¢alisma raporlari, karaciger iskemi reperfiizyon hasariin siganlarin
karacigerinde MRP2 ve P-gp gen ekspresyonunu onemli Olgiide degistirdigini
gostermistir. Ciinkii her iki tasiyici da ilaglarin bir¢ogunun safraya atiliminda 6nemli
bir rol oynamaktadir ve bu ilaglarin farmakokinetikleri HI hasarindan sonra énemli
derecede degisebilir. Yapilan bir ¢alisma sonucu, HI hasarmi takiben P-gp ve

MRP2’nin fonksiyonel aktivitesinde azalmaya isaret etmektedir (Parasrampuria ve
ark., 2012).

4.3. St. John’s Wort

M.O. 5. yiizyllda Yunan doktor Hippocrates, St. John’s Wort’un terapdtik
kullanimini belirtmis, Yunanlar ve Romalilar sinir sistemi ile iligkili hastaliklarin
tedavisinde tibbi amagl kullanimini dokiimante etmigtir
(http://abc.herbalgram.org/site/DocServer/SJW.pdf?dociD=168; Lawvere ve ark.,
2005).

St. John’s Wort, Avrupa, Bat1 Asya ve Kuzey Afrika’da dogal olarak yetismekte
ve Kuzey ve Giiney Amerika ve Avustralya’da yetistirilmekte olup, sar1 renkli

cicekli pereniyal bir bitkidir (Linde, 2009; Csurhes ve Zhou, 2008). St. John’s
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Wort’te ki biiylime bolgeleri mevsime gore degisiklik gostermektedir. Sonbahar ve
kisin, bitki yassi olup govdeleri ¢ok zayif ve uzun, yapraklarin rengi ise mattir.

Ilkbahar ve yazin ise bitki diktir, gdvdesi 30-120 cm uzunlugunda ve odunsudur

(Csurhes ve Zhou, 2008).

Tiirkiye’de yoresel olarak Binbirdelik otu, Kan otu, Kili¢ otu, Mayasil otu, Yara
otu ve Kuzu kiran olarak bilinmektedir (Hisil ve ark., 2005). Yaygin ismi olan SJW,
St. John’s giiniinde (24 Haziran) geleneksel ¢igeklenmesi ve mahsul toplanmasindan
gelmektedir. Hypericum cinsi Clusiaceacea ailesinde bulunmaktadir ve yaklasik 370
tir icermektedir. ‘Hyper-icum’ kelimesi Yunanca hyper (yukar1) ve eikon
(resim)’den gelmektedir, kotiiliik giiciine sahip olan tanrilarin resimleri lizerinde
bulunan bir bitki olarak kullanimi gosterilmektedir. ‘Perforatum’ kelimesi ise
perforasyon benzeri yapraklarda kiiciik yag bezlerinin bulunmasina isaret etmek i¢in
kullanilmistir. Eger sar1 petaller kirilirsa, bu yag bezlerinden koyu kirmizi yag
meydana gelmektedir. St. John’s Wort, Avrupa’daki en eski tibbi bitkidir (Linde,
2009).

4.3.1. Bioaktif bilesenleri:

St. John’s Wort, biyolojik olarak en az 10 simif bilesik i¢cermektedir. Bu
bilesikler, bitkiden bitkiye degisen konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Bu degisiklik
icin ¢esitli nedenler vardir, bunlar; tiirler iginde ve/veya adulterasyondaki genetik
varyasyon, ekolojik biiyltime kosullari, harman zamani, materyalin hazirlanmasi ve
islenmesi ve 1§18a maruziyettir. Bu varyasyonlara ragmen, belirli bitki ekstresinin
yaklasik %20’si standart biyoanalitik teknikler ile dogrulanmis olan biyoaktif
bilesiklerden olugmaktadir. Cok sayida flavonoid bilesikleri (hiperisid, kuersitrin,
izokuersitrin, rutin, kuersetin, kamferol, luteolin ve mirisetin) ve ayrica
biflavonoidler (I3, 118-biapigenin ve 13”,1I-biapigenin (amentoflavon)) yapraklar, sap,
cicekler ve tomurcuklar gibi bitkinin toprak {stii kisimlarinda bulunmaktadir.
Floroglusinol bilesikleri (hiperforin ve ahiperforin) ¢igceklerde ve tomurcuklarda
prosiyanidinler, tanenler, koumadinler, amino asitler, fenilpropanlar ve diger
bilesenler ise bitkinin tiim kisimlarinda bulunmaktadir (Tablo 2) (Greeson ve ark.,
2001).
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Tablo 2. Hypericum perforatum’da bulunan biyolojik olarak saptanabilen bilesikler
(Greeson ve ark., 2000)

Biyokimyasal simif %Taze bitki® AKtif bilesik % Taze bitki®
Naftodiantronlar 0.03-3.0 Hiperisin 0.09
(Cigekler/tomurcuklar) Psodohiperisin 0.23
Floroglusinoller 2-5 Hiperforin 2.0-4.5
(Cigekler/tomurcuklar) Adbhiperforin 0.2-1.8
Kuersetin 2.0
Hiperosit 0.7
12 (Yapraklar) Kuersitrin 0.5
Flavonoidler 7 (Sap) Izokuersitrin 0.3
2-4 (Tomurcuklar) Rutin 0.3
Kamferol TE
Mirisetin TE
Amentoflavon 0.01-0.05
13, 118-Biapigenin 0.10-0.50
Prosiyanidinler 12 Prosiyanidin TE
(Hava alan boliimler) Katesin TE
8 Epikatesin TE
(Cigekler/tomurcuklar) polimerleri
Tanenler 6-15 Tannik asit TE
Esansiyel yag 0.06-1.0 Terpenler, alkoller TE
(Cigekler/yapraklar)
GABA 0.0007
Sistein TE
Glutaim TE
Aminoasitler 0.01 Losin TE
Lisin TE
Ornitin TE
Prolin TE
Treonin TE
Fenilpropanlar 0.1 Kafeik asit 0.1
Klorogenik asit <0.1
Ksantonlar 0.01 (Koklerde) Kielkorin, TE
0.0004 noratriol
(Yapraklar/govde)
Diger suda Organik asitler, TE
¢oziinebilen 0.5 peptitler,
bilesikler polisakkaritler

TE: Tespit Edilemedi; GABA: Gama Amino Butirik Asit

4.3.2. St. John’s Wort’de bulunan bilesiklerin enzim indiikleme etkileri:

[lag metabolizmasindaki enzim indiiksiyonundan sorumlu bilesikler sistematik

olarak calisilmamistir. Bu durum, hangi spesifik ekstrenin enzim indiiksiyonundan
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sorumlu oldugunu degerlendirmenin zor olmasindan kaynaklanmaktadir. Klinik
olarak, SJW ile ilgili 6nemli farmakokinetik ve farmakodinamik etkilesimlerin
bircogu tanimlanmistir. Tanimlanan etkilesimlerin ve olast metabolizmalarinin

detaylar1 Tablo 3’de ayrintili olarak verilmistir.

Tablo 3: St. John’s Wort ile olas1 farmakokinetik ve farmakodinamik etkilesimler
(Henderson ve ark., 2002)

flac ‘ Etkilesimin olas1 mekanizmasi

Farmakokinetik etkilegsimler

Varfarin ve fenprokumon CYP2C9’un indiiksiyonu

Siklosporin CYP3A4’iin ve transport protein P-gp’in
indiiksiyonu

Oral kontraseptifler CYP1A2 ve CYP3A4’iin indiiksiyonu

Teofilin CYP1A2’nin indiikksiyonu

Digoksin Transport protein P-gp’in indiiksiyonu

HIV proteaz inhibitdrleri CYP3A4’iin indiiksiyonu

HIV non-niikleozid reverstranskriptaz CYP3A4’lin indiiksiyonu

inhibitorleri

Antikonviilsanlar CYP3A4’iin indiiksiyonu

(karbamazapin, fenobarbiton ve fenitoin)

Farmakodinamik etkilesimler

Selektifserotonin re-uptake inhibitorleri | Serotonin konsantrasyonunun
potansiyalizasyonu

Triptanlar Serotonin konsantrasyonunun
potansiyalizasyonu

4.3.3. Serotonin sendromu

St. John’s Wort, serotonin diizeylerini Santral Sinir Sistemi’nde (SSS)
yiikselten diger ilaglar ile birlikte kullanildiginda “Serotonin Sendromu”na neden
olabilir. Serotonin sendromunun belirtileri Tablo 4’te gosterilmistir (Ables ve
Nagubilli, 2010; Isbister ve ark., 2007; Hall ve ark., 2003).

24




Tablo 4: Serotonin sendromunun belirtileri

Noromiiskiiler Otonomiksemptomlar Mental durum
semptomlar semptomlari
o Hiperrefleksi e Hipertermi: e Ajitasyon
e Kloniis o Orta derece e Hipomani
e Miyokloniis <38.5°C e Anksiyete
o Titreme o Ciddi e Konflizyon
e Hipertoni/kas 238.5°C
sertligi e Tasikardi
e Diaforez
e Flushing
e Midriyazis

4.3.4. St. John’s Wort’un Sitokrom P450 enzimleri ve P-glikoprotein iizerine
etkileri

Sitokrom P450 (CYP) enzimleri, insanlarda ila¢ etkilesimlerinin yaygin
bolgeleridir. 1laglar, ikinci bir ilacin degismis klerensine yol acarak, CYP
enzimlerinin inhibitdrleri veya indiikleyicileri olarak etki edebilir. Preklinik ve klinik
calismalarin yani sira hayvan calismalarindan elde edilen giiclii kanitlar SJW’nin
CYP aktivitesini modiile edebilecegini gostermektedir. Iyi bilinen arastirma ilaglar:
(6r: CYP3A4 igin alprazolam ve midazolam, CYP1A2 i¢in kafein, CYP2E1 i¢in
klorzoksazon, CYP2D6 icin dekstrometorfan ve debrisokuin, CYP2C9 igin
tolbutamid ve CYP2CI19 i¢in omeprazol) kullanilarak yiiriitiilen klinik ¢alismalar
SJW’nin CYP3A4, CYP2E1 ve CYP2C19’u indiikledigi ve CYP1A2, CYP2D6 veya
CYP2C9 iizerinde etki etmedigini gostermistir. Baz1 arastirmacilar ayrica SJW’nin
sadece kadinlarda CYP1A2’yi indiikledigini ileri siirse de yapilan in vitro ¢alismalar,
hiperisinin CYP1A2’nin aktivitesini indiikleyebilecegini ve hiperforinin ise

CYP3A4’iin aktivitesini indiikleyebilecegini gdstermektedir.

Insanlarda klinik olarak en dnemli transmembran tasiyicilarindan biri olan P-gp
ABCBI1/MDRI1 geni tarafindan kodlanmaktadir. P-glikoprotein, intestinal epitel
hiicreler, safra kanalciklari, renal tiibiiler hiicreler ve plasentanin apikal ylizeylerinde
ve Dbeyin ve testislerde kapiller endotel hiicrelerin luminal yiizeylerinde
bulunmaktadir. P-glikoproteinin spesifik lokalizasyon ilag eliminasyonu ve
absorpsiyonunda aktif bir role sahip oldugunu gostermektedir. St. John’s Wort’un

saglikli goniilliilerde insan bagirsaginin yam sira intestinal izole edilmis hiicrelerde
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de P-gp ekspresyonunu indiikledigini gosterilmistir. Dolayist ile STW’nin digoksin,
feksofenadin ve talinololiin bulundugu iyi bilinen P-gp substratlarinin daha digiik

plazma konsantrasyonlar1 neden oldugu gosterilmistir.

St. John’s Wortun P-gp veya CYP enzimleri lizerine etkisi genellikle uzun
tedavi (10 gin veya daha fazla) sonrasi gozlemlenmektedir; tek doz SJW
uygulanmasimi takiben calismalarda higbir etki raporlanmamistir. Ek olarak,
CYP3A4 ve P-gp indiiksiyonu kapsamiin, beyaz 1rk, Afrikali, Amerikali, Ispanyol,
Cinli, Hindistanli ve Malezyalilar1 igeren etnik gruplar arasinda karsilastirilabilir

oldugu bulunmustur (Borrelli ve 1zzo, 2009).

4.3.5. Yan etkiler
Tim ilaglar gibi SJW iriinleri igeriginde bulunan maddelere duyarli olan
kisilerde yan etkiler olabilir. Yan etkiler yaygin degildir

(http://www.medicines.org.uk/emcmobile/medicine/23809/pil).

Tablo 5: St. John’s Wort’un yan etkileri

Yaygin olmayan yan etkiler (=1/1.000 ila <1/100)

Sindirim sistemi bozukluklari
Hazimsizlik, istahsizlik, mide bulantisi, diyare, konstipasyon

Yorgunluk

Alerjik deri reaksiyonlari
Dokiinti, tirtiker veya kasint

Diger seyrek yan etkiler

Bas agris1, sinir agris1 veya karincalanma (ndropati), anksiyete, sersemlik, mani
Ayrica, kuvvetli ultraviyole (UV) radyasyona (6r. giines, solaryum) maruz kalma ile
deride gilines yanig1 benzeri reaksiyonlar raporlanmistir (6zellikle sariginlarda).
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Hyperisi herba
[taze)

Hyperisi
herba

{kurutulmus)

Kesme
Bitki
Ekstraksiyon
Parcalara Eliisyon I
ayirma
Yogunlastirma
Alkolik
Ekstraksiyvon . Ekstraksiyon Kesme
Spissum vefveya
| I Kurutma ve Baiitrne oglutme
Alkolik Zevytin yag + Dozal
Ekstraksi Glines 1515 kurutulmus
ekstre
Standardizasyon
L i Y
Homeopatik Yogunlastinlmis = = Kurutulmusg Ham drog
Y. Y,
ana tentar cozelti 2e e ekstre S ekstre preparatlan
(LRI RN R R el e e R e e i § BENERNENRERNARNANS L e e e g e R R R R Rl R
Damlalar, Yaglar, Yaglar, Damlalar, e
ta_blet.ler, Cozeltiler damlalar, damlalar, Table.‘lcler, merhemler, . br:atl f
Enjeksiyon merhemler, merhemler, kapsiller kapsiiller 3 =
gozeltileri kapsiller kapsiller

Sekil 3. Hypericum perforatum’un farkli tirtinlerinin iiretim semasi (Linde, 2009)
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4.3.6. St. John’s Wort’un geleneksel ve giincel kullanim alanlari

Geleneksel olarak SJW, diinyada sinir agrisi, malarya, viral ve antibakteriyel
enfeksiyonlar1 gibi pek ¢ok saglik kosulunun tedavisi i¢in; yaralar, yaniklar ve bocek
wsiriklar igin topikal olarak; ve sedatif, anksiyolitik ve antidepresan olarak dahilen
kullanilmaktadir. Ayrica SJW astrejan ve antiinflamatuvar ajan olarak ve stres
azaltimi, bagisiklik sistemi destekleyicisi ve menopoz semptomlar: igin

kullanilmaktadir (Choudhuri ve Valerio, 2005).

St. John’s Wort ekstreleri, depresif rahatsizliklarin tedavisi i¢in 2000 yildan
fazla siiredir kullanilmaktadir, plasebodan daha etkilidir ve hafif ve orta diizeydeki
depresyonlarin tedavisinde standart antidepresanlara benzer etkili olabilmektedir.
2003’de recete edilen 100 milyondan fazla giinliik dozu kullanan popiilasyon
sonuclarina gore, yan etkileri standart antidepresanlara gore genellikle minor ve
azdir. St. John’s Wortun antidepresif etkilerinin, serotonin, noradrenalin ve
dopaminin uptake’ni inhibe etmesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Armbrust

ve ark., 2007).

Avrupa’da, SJW depresyonun tedavisi icin giincel olarak regetelenmektedir ve
Alman Komisyon E tarafindan 1984’den bu yana depresif ruh hali i¢in onaylidir

(Sekil 3) (Choudhuri ve Valerio, 2005).

St. John’s Wort’un geleneksel olarak depresyonun tedavisinde kullanilmasina
ragmen, depresyona karsi etki mekanizmasi net olarak agiklanamamistir. St. John’s
Wort’un etkisinin molekiiler mekanizmasi, karacigerde net ve dlgiilebilir bir etkisinin

oldugunu gostermektedir.
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5. GEREC VE YONTEM

Deney, Marmara Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma Merkezi Etik
Kurulundan almman 18.11.2013 tarihli ve 95.2013.mar protokol kodlu izin ile
gerceklestirildi. Sicanlar aymi1 laboratuvardan temin edildi ve deney aym

laboratuvarda gergeklestirildi.

Calismada, agirliklart 200-250 gram arasinda degisen toplam 32 adet Rattus
tiirii Norvecicus cinsi Wistar albino susu on haftalik disi siganlar kullanildi. Siganlar
her grupta 8 adet olmak iizere rastlantisal olarak 4 gruba ayrildi ve her kafeste 4 sican
olacak sekilde standart laboratuvar sartlarinda (20-24°C sicaklik, %50-60 nem orani,
12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik siklusu) tel kafesler icinde muhafaza edildi ve
tim deney periyodu boyunca musluk suyu ve standart sican yemi serbest birakildi.

Calisma boyunca enteral ve parenteral antibiyotik kullanilmadi.

5.1. Anestezi

Her sican indiiksiyon amagh eter iceren kavanoz i¢inde 40-60 saniye siireli
tutuldu. Indiiksiyon anestezi sonrasinda idame anestezi amacl ketamin (Ketalar,
Parke-Davis, Eczacibasi-Istanbul) 100 mg/kg dozundan intraperitoneal (ip),
klorpromazin (Largactil, Eczacibasi-Istanbul) 1 mg/kg dozundan intraperitoneal (ip)
olarak uygulandi.

5.2. Operasyon

Calismamizda Wistar albino sicanlarda anestezi altinda sirtlar {izerine yatirildi.
Abdominal 6n duvar bistiiri ile tiras edildi. Tiras edilmis olan alan povidon iyot
soliisyonu (Betadine, Kurtsan Co.) ile sterilize edildi. Sonrasinda orta hat
insizyonuyla batina girildi. Hepatik arter, portal ven ve safra kanali eksplore edildi ve
45 dakika siireyle klempe edilerek iskemi periyodu olusturuldu. Bu siirenin sonunda
reperfiizyona birakilan siganlar 60 dakika sonra dekapite edildi. St. John’s Wort (300
mg/kg, p.o.) ya da SF uygulamalar1 iskemiden once 3 giin giinde tek doz ve
iskemiden 30 dakika dnce peroral olarak uygulandi. Kontrol grubu sicanlara sham

operasyonu ve serum fizyolojik uygulamasi yapildi.
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5.3. Gruplar

1- Kontrol (Sham opere-K) Grubu: Standart operasyon yapildiktan sonra
hepatik arter, portal ven, safra yollar1 klempe edilmeden ve baska bir islem
yapilmadan 60 dakika sonra 2 cc kan ve karacigerden doku 6rnegi alindi.

2- St. John’s wort (SJW) Grubu: Sicanlara sham operasyon islemi yapilacak
giinden 6nce 3 giin giinde tek doz ve sham operasyon anindan 30 dakika dnce 300
mg/kg dozunda olacak sekilde SJTW (SOLGAR) peroral olarak verildi.

3- Hepatik Iskemi Reperfiizyon (HI) Grubu: Sicanlara hepatik iskemi islemi
yapilacak giinden 6nce 3 giin giinde tek doz ve iskemiden 30 dakika 6nce Serum
fizyolojik peroral olarak verildi. Standart operasyon yapildiktan sonra hepatik arter,
portal ven ve safra yollar1 vaskiiler klempe edilerek iskemi olusturuldu. Sicanlar
sadece 45 dakika iskemi ve sonrasinda 60 dakika reperfiizyona tabi tutuldu.
Reperfiizyon siiresi sonunda kalpten 2 cc kan ve karacigerden doku 6rnegi alindi.

4- St. John’s wort verilen Hepatik Iskemi Reperfiizyon (HI-SJW) Grubu:
Siganlara hepatik iskemi islemi yapilacak giinden 6nce 3 giin giinde tek doz ve
iskemi anindan 30 dakika Once olacak sekilde SJW 300 mg/kg dozunda peroral
olarak wverildi. Sicanlar sadece 45 dakika iskemi ve sonrasinda 60 dakika
reperfiizyona tabi tutuldu. Reperfiizyon siiresi sonunda dekapite edilen si¢anlardan 2
cc kan ve karacigerden doku 6rnegi alindi. Rezeke edilen karaciger dokular1 soguk
%0,9 NaCl ile yikandiktan sonra biyokimyasal aragtirmalar i¢in aliiminyum folyo
icine sarilarak -80 °C’de muhafaza edildi. Histolojik incelemeler i¢in de ornekler
formol i¢ine alindi. Dondurulan 6rnekler oda 1sisinda ¢oziildiikten sonra MDA, MPO
ve GSH diizeyleri ile, Bcl-2/Bax oram, Na'K'-ATPaz, kaspaz-3 ve kaspaz-9
aktiviteleri incelendi. Formol i¢ine alinan orneklerde yapisal hasar degerlendirilip,
immiinohistokimyasal boyalarla P-gp ve MRP-2 varlig1 saptandi. Alinan kan 6rnegi
3000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra ayrilan plazma -80°C’de muhafaza
edildi. Dondurulan 6rnekler oda 1sisinda ¢oziildiikten sonra AST, ALT, TNF-a ve IL-

1P seviyeleri Ol¢iildii.
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5.4. Biyokimya
Serumda Yapilan Incelemeler
5.4.1. Karaciger fonksiyon testleri

Serumda aspartat amino transferaz, (Biolabo Europe S.A. Catalog No: REF
92025, 02160 Maizy, France), alanin aminotransferaz (Biolabo Europe S.A. Catalog
No: REF 80027, 02160 Maizy, France) tayini kinetik spektrofotometrik bir yontem

olup, Opera Technican Bayer Autoanalyzer cihazinda 6l¢iimii yapildi.

Deneyin Yapilhisi

1 ml reaktif, termostath kiivete konuldu ve sicaklik 37°C’e getirildi. 100 pl
ornek eklendi. Spektrofotometrede 340 nm’de absorbans okundu, 3 dakika boyunca
her dakikada okunan absorbans kaydedildi ve her dakika degisen absorbans degerleri
hesaplandi.

5.4.2. Tiimér nekroz faktor-a tayini
Serumda TNF-o tayini, ELISA yontemi ile (BioSource Europe S.A. Catalog
No.KRC 3014, Nivelles, Belgium) rat kiti kullanilarak 6l¢iildii.

Deneyin Yapihisi
1. Bos ELISA kuyularina 50 pl inkiibasyon tamponu kondu.
2. Standart ve kontrollerin hepsi sulandirildi.
3. 6 tane tiipe ya da ependorfa standart hazirlayarak degisik konsantrasyonlarda
diliie edildi.
Standardi diliie etmek igin;
1. tiipe 400 pl standart seyreltici tampon + 100 pl hazirlanan standarttan kondu.
2.tiipe: 1. tiipten 250 ul + 250 ul standart seyreltici tampon
3. tlipe: 2. tiipten 250 pl + 250 ul standart seyreltici tampon
4. tiipe: 3. tlipten 250 pl + 250 pl standart seyreltici tampon
5. tlipe: 4. tiipten 250 pl + 250 pl standart seyreltici tampon
6. tiipe: 5. tiipten 250 pl + 250 ul standart seyreltici tampon
7. tiip: Sadece 250 ul standart seyreltici tampon
8. tlip: 100 pl yiiksek kontrol
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9. tlip: 100 pl diisiik kontrol

10. tiipten itibaren 6rnekler hazirlandi. Bunun igin 100 ul serum +100 pl standart
seyreltici tampon kondu.

4. ELISA kuyularindaki 50 ul’lik inkiibasyon tamponun {izerine yukaridaki gibi
hazirlanan tiiplerden 100’er pl ilave edildi. Toplam ELISA kuyularindaki ¢6zelti
miktart 150 pl idi.

5. Uzerine 50 pl Biotin konjugati eklendi.

6. 1,5 saat oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi.

7. Yikama soliisyonu (300 pl) ile 4 kez yikama yapildi ve dokiildii (Yikama
soliisyonunun hazirlanmasi: 4 ml yikama tamponundan alindi ve 100 ml’ye
distile su ile tamamlandz).

8. Uzerine 100 ul Streptavidin HRP soliisyonu eklendi (Streptavidin HRP
soliisyonunun hazirlanmasi: Her 8’lik strip i¢in 10 pl streptavidin HRP’den alindi
ve ilizerine 1 ml streptavidin HRP seyrelticisi eklendi).

9. 45 dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi.

10. Yikama soliisyonu ile 4 kez yikama yapildi ve dokiildii.

11. 100 pl stabilize kromojen eklendi.

12. 30 dakika oda sicakliginda bekletildi.

13. 100 pl son ¢ozelti eklendi.

14. 450 nm’de ELISA’da okundu.

5.4.3. Interlokin- 1p tayini
Serumda IL-1B (ELISA, BioSource Catalog No.KRC0011, Nivelles, Belgium)

tayini i¢in uygun kitler kullanilarak talimatlara uygun olarak dl¢timler yapildi.

Deneyin Yapihisi
1. Standart ve kontrollerin hepsi sulandirildi.
2. 6 tane tiipe ya da ependorfa standart hazirlayarak degisik konsantrasyonlarda
diliie edildi.
Standardi diliie etmek igin;
1. tiipe 480 ul standart seyreltici tampon + 120 ul hazirlanan standarttan kondu.
2.tiipe: 1. tiipten 300 ul + 300 ul standart seyreltici tampon
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. tiipe: 2. tiipten 300 pl + 300 pl standart seyreltici tampon
. tiipe: 3. tiipten 300 pl + 300 pl standart seyreltici tampon
. tiipe: 4. tiipten 300 pl + 300 pl standart seyreltici tampon
. tiipe: 5. tiipten 300 pl + 300 pl standart seyreltici tampon
. tiip: Sadece 300 pl standart seyreltici tampon

. tiip: 100 pl yiiksek kontrol

O 00 9 O »n b~ W

. tiip: 100 pl diisiik kontrol

10. tiipten itibaren 6rnekler hazirlandi. Bunun igin 100 ul serum +100 pl standart
seyreltici tampon kondu.

3. ELISA kuyularina yukaridaki gibi hazirlanan tiiplerden 100’er ul ilave edildi.
Toplam ELISA kuyularindaki ¢6zelti miktar1 100 ul idi.

4. 3 saat oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi.

5. Yikama soliisyonu (300 pl) ile 4 kez yikama yapild1 ve dokiildii (Yikama
soliisyonunun hazirlanmasi: 4 ml yikama tamponundan alindi ve 100 ml’ye
distile su ile tamamlandz).

6. Uzerine 100 pl Biotin konjugat: eklendi.

7. 1 saat oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi.

8. Yikama soliisyonu (300 pl) ile 4 kez yikama yapildi ve dokiildi.

9. Uzerine 100 ul Streptavidin HRP soliisyonu eklendi (Streptavidin HRP
soliisyonunun hazirlanmasi: Her 8’lik strip i¢in 10 pl streptavidin HRP’den alindi
ve lizerine 1 ml streptavidin HRP seyrelticisi eklendi).

10. 30 dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi.

11. Yikama soliisyonu ile 4 kez yikama yapild1 ve dokiildii.

12. 100 pl stabilize kromojen eklendi.

13. 30 dakika oda sicakliginda bekletildi.

14. 100 pl son ¢ozelti eklendi.

15. 450 nm’de ELISA’da okundu.
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Dokuda Yapilan incelemeler:

5.4.4. Malondialdehit tayini

Dokuda MDA tayini, Beuge yontemine gore yapildi. Dekapitasyondan hemen
sonra c¢ikarilan dokular serum fizyolojik ile yikandiktan sonra filtre kagidi ile
kurutuldu ve tartildi. Tka Werk homojenizatoriinde buz istiinde 150 mM KCl

cozeltisiyle %10’luk homojenati hazirlandi.

Gerekli Cozeltiler
Tiyobarbitiirik asit (TBA) cozeltisi: % 0.375 g TBA ve % 15’lik trikloroasetik asit
(TCA) igeren ¢ozelti, 0.25 N HCl ile hazirlandi.

Standart Cozeltisi: 1,1,3,3 tetractoksipropan’in 10 mM’lik stok ¢ozeltisinden farkl
seyreltmeler yapilarak calisildi.

Deneyin Yapihsi:
Kor Standart Numune
0.5 ml 150 mM KClI 0.5 ml standart ¢ozeltisi 0.5 ml homojenat

v

1 ml % 0.375 TBA

15 dakika kaynar su banyosuna birakildi
ve sonra tiipler oda sicakliginda

sogutuldu

v

10 dakika 3000 devir/dakika’da santrifiij edildi.

|

Ust faz alinarak olusan rengin absorbansi spektrofotometrede 532 nm’de okundu.

34



5.4.5. Glutatyon tayini:
Dokuda GSH tayini, Beutler yontemine gore yapildi. Glutatyon tayininde MDA

tayini i¢in hazirlanan % 10’luk homojenatlar kullanildi.

Gerekli Cozeltiler:

0,3 M Na;HPO,4

10 mM Ditiyo nitro benzen (DTNB), Ellman: 39.63 mg DTNB % 1’lik sodyum
sitrat ile 10 ml’ye tamamlandi.

% 20’lik TCA

Standart GSH Cozeltisi: 50 mg GSH distile suda ¢oziildii, 5 ml’ye tamamlandi.

Deneyin Yapilisi:
0.4 ml % 10’luk homojenat
+
0.2 ml % 20’lik TCA
l Karistirildi.
15 dakika 3000 devir/dakikada santrifiij edildi.

Ust fazda GSH calisildi, ¢okelti atildi.

Kor Standart Numune
0.2 ml 150 mM KCI 0.2 ml standart ¢ozeltisi 0.2 ml ist faz

l

1 ml 0.3 M Na;HPO, + 0.05 ml Ellman ¢ozeltisi ilave edilerek karistirildi.
5 dakika bekletildi ve olugan rengin absorbansi spektrofotometrede 412 nm’de

okundu.
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5.4.6. Myeloperoksidaz aktivitesi tayini:

Dokuda MPO tayini, Hillegeas yontemi ile yapildi. Dekapitasyondan hemen
sonra c¢ikarilan dokular, kan ve c¢evre artiklarindan temizlenmesi ic¢in serum
fizyolojik ile yikandiktan sonra filtre kagidi ile kurutuldu ve agirliklart alindi.
Karaciger dokusu 50 mM K,;HPO, (pH 6) ile homojenize edildi. %10’luk homojenat

hazirlandi.

Gerekli cozeltiler

50 mM K;HPO, (pH 6)

% 0.5’lik Hekzadesiltrimetil-amonyum bromid (HETAB): 0.5 g HETAB, 50 mM
KoHPO, ile ¢oziildii. pH 6’ya ayarlandi ve hacmi 50 mM K,HPO, ile 1 litreye
tamamlandi.

o-Dianizidin-2 HCI: 100 mg o-Dianizidin-2HCI distile suda ¢oziilerek hacmi 5
ml’ye distile su ile tamamland.

%2’lik sodyum azid

20 mM H,0; (Hidrojen peroksit)

Deneyin Yapilhisi:

3 ml %10 luk karaciger homojenati
l 41400 g de 4 °C lik sicaklikta 10 dakika santrifiij edildi.
Ust faz atild1, ¢okelti + 3 ml % 0.5’lik HETAB
l Homojenizasyon
3 kez donduruldu — ¢oziindiriildii — sonike edildi.
41400 g de 4 °C lik sicaklikta 10 dakika santrifiij edildi.

0.3 ml iist faz ile ¢alisild1

Bu asamadan sonraki islemler 37 °C lik su banyosunda yapildi.
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Kor
2.9 ml 50 mM K;HPOj, (pH 6)
0.2 ml 20 mM H,0,
0.2 ml o-Dianizidin-2 HCI
0.3 ml 50 mM K;HPO, (pH 6)

Numune

2.9 ml 50 mM K;HPOy, (pH 6)
0.2 ml 20 mM H,0;

0.2 ml o-Dianizidin-2 HCI

0.3 ml st faz

3 dakika beklendi

0.2 ml %2’lik sodyum azid ile renk reaksiyonu durduruldu.

37°C’lik su banyosundan alindi, karistirildi.
Oda sicakliginda bekletildi.
3000 devir/dakikada 10 dakika santrifiij edildi.

Ust faz aliarak olusan rengin absorbansi spektrofotometrede 460 nm de okundu.

5.4.7. Dokuda Na* K*-ATPaz aktivitesi tayini

Dokuda Na" K*-ATPaz aktivitesi tayini, Soltoff ve Mandel yontemi ile yapildi.

Dekapitasyondan hemen sonra ¢ikarilan karacigerler, kan ve c¢evre artiklarindan

temizlenmesi i¢in serum fizyolojik ile yikandiktan sonra filtre kagidi ile kurutuldu ve

agirliklar1 alindi. Karaciger dokusu 0.32 M sukroz ¢6zeltisi ile homojenize edildi.

%10’luk homojenat hazirlandi. 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
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Deneyin Yapilhisi:

A ¢ozeltisi
B ¢ozeltisi
Ouabain
Distile su
Ust faz

ATP

TCA

KOR TOTAL ATPaz Mg*%-ATPaz
0.75 ml 0.75ml -

- - 0.75 ml

- - 0.5 ml
0.5 ml 0.5 ml -
0.1 ml 0.1 ml Distile su 0.1ml
37 °C’de 5 dk inkiibasyon

\ 4
0.1 ml 0.1ml 0.1ml
37 °C’de 10 dk inkiibasyon
A 4

0.1ml 0.1 ml 0.1 ml
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Fosfor Tayini

Std Korii Std Num, korii Total ATPaz Mg-ATPaz
05mlI TCA 0.5 ml std. 0.5 ml st faz 0.5 ml st faz 0.5 ml ustfaz

calisma ¢ozeltisi

1 ml amonyum molibdat ¢ozeltisi
0.4 ml Fiske-subbarow ¢ozeltisi

3.1 ml distile su
5 dakika bekletildi.

}

Spektrofotometrede 690 nm’de okundu.

Protein Tayini

Deneyin Yapihsi:
Kor Standart Numune
0.5 ml serum fizyolojik 0.5 ml standart protein ¢6z. 0.01 ml Kkaraciger
homojenati
+
0.49 ml SF

\
|

+ 3 ml C ¢ozeltisi

Karistirildi ve 10 dakika oda sicakliginda
bekletildi.

+ 0.1 ml folin ¢ozeltisi

Karistirildi ve 30 dakika bekletildi.

v
Olusan rengin absorbansi spektrofotometrede 500 nm de okundu.
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5.4.8. Dokuda kemiliiminesans yontemi

Dokuda reaktif oksijen tiirevlerinin kemiliiminesans yontemi ile belirlenmesi

Prensip: Kemilliminesans yontemi ROT’nin Ol¢timii i¢in kullanilan direkt ve
noninvazif bir yontemdir. Kemiliiminesans ekzotermik oksidatif reaksiyon gdsteren
organik bilesiklerin genel bir 6zelligidir ve 151k yayilmasini ifade eder. Luminol (5-
amino-2,3-dihydro-1,4 phthalazinedione) ve lusigenin (bis-N-
methylacridiniumnitrate) ROT gibi oksidanlarla tepkimeye girerek sirasiyla 3-
aminophthalate ve N-methylacridone olusturur.

Ornek saklama ve hazirlama: Taze dokular 2 ml PBS-Hepes tamponu iginde

kemiliiminesans Ol¢iimiine hazirlandi.

Deneyin Yapihisi:

Dokular 2 ml PBS-Hepes tamponu igine konuldu ve iginde ayni dokunun
ornekleri olan iki ayri tiipe 4’er pl (0.2 mM) luminol ve (0.2 mM) lusigenin eklendi.
Reaktif oksijen tiirleri ile luminol ve lusigenin maddelerinin reaksiyonu sonucu

ortaya ¢ikan fotonik aktivite luminometre aracigi ile 10 dakika siireyle kaydedildi.

Hesap: Kemiliiminesans 6l¢timii hesaplanirken, 10 dakika siiresince kaydedilen
sayimlarin olusturdugu “egri alti alan” (Area under curve, AUC) hesaplandi.
Kemiliiminesansda elde edilen sayimlarin zamana kars1 ¢izilen grafik egrisinin

altindaki alan, sayim noktalarinin integrali alinarak AUC degeri olarak hesaplandi.

AUC hesaplama formiilii:

Alan= At[(y1/2)+y2+Ys+Ynat+(yn/2)]

At: Olgiimlerde kullanilan zaman aralig

n: Olgiim noktalarinin toplam saysi

Y1 V2. Yn:Olciimleriifade eder.

Birim; rolatif 151k birimi/mg doku (relative light unit- rlu/mg doku) seklinde ifade
edilir.
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5.4.9. Bcl-2/Bax orani, kaspaz-3 ve kaspaz 9 aktivitesinin tayinleri
Dokularin homojenizasyonu

-80°C’ de muhafaza edilen dokularin molekiiler analizleri i¢in homojenatlarin
hazirlanmasinda proteaz inhibitorii (0.2 mM PMSF, 1 uM pepsitatin, 1 pg/ml
16peptin ve 10 pg/ml soybean tripsin), %10 gliserol, 50 mM NaCl, 2 mM DTT, 1
mM EGTA ve 1 mM EDTA igeren pH 7.4’lik 20 mM Tris tamponu kullanildi.
Dokular 50 ml’lik flakonlara alinarak gramajlarma (1:2 w/v) gore eklenen
homojenizasyon tamponu iginde 90 saniye ultraturrax homojenizatorle buz istiinde

homojenize edilmistir.

Homojenatlar 2000 g’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant kisim
12.000xg’de 60 dakika tekrar santrifiij edildi. Ikinci santrifiij sonrasi olusan
mitokondrial pellet 500 upl’lik homojenizasyon tamponuyla yikandiktan sonra
120.000xg’de 1 s santrifiij edildi. Peletler 50 mM Tris-HCI (pH 7.4), %5 gliserol, 1
mM EDTA, 5 mM DTT, proteaz inhibitorleri ve %0.05 Triton X-100 tamponuyla 1.5
s vorteks yapilarak inkiibasyonu saglanan fraksiyonlar mitokondrial ekstrakt olarak
kullanildi. Tiim bu islemler +4 °C’de yapildi.

Mitokondrial ekstraktlardaki protein miktarlari Lowry yontemi ile belirlendi
(Lowry ve ark., 1951).

SDS-PAGE ve Western Blot
Lowry Yontemi ile protein miktar1 analiz edilen dokular 100 pg protein igerecek

sekilde 4X 6rnek tamponu ile karistirilip 6 dakika denature edildi.

Ornekler, %]12’lik poliakrilamid igeren jel ile elektroforez diizenegine
yiiklenerek 120 dakika yiiriitiildi. Jelden nitroseliiloz membrana aktarim 125 mA’de
90 dakika siire ile gergeklestirildi. Membranlar TBS-T (TBS %0.05°1lik Tween 20) ve
%3’lik BSA igeren tamponla 14 s boyunca +4°C’de inkiibe edildi. Bloklamanin
ertesi giinii membranlar farkli konsantrasyonlarda apoptoz [Bcl-2 (1: 200), Bax (1:
200), kaspaz 3 (1:100), veya kaspaz 9 (1:100)] proteinlerinin poliklonal antikorlar
ile gece boyu inkiibe edildi.
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Biitiin membranlar muamele edildikleri antikor disinda normalizasyon
analizlerinin yapilabilmesi igin bir sonraki giin B aktin antikoru (1: 200) ile gece
boyu +4°C’de inkiibe edildi. Her inkiibasyondan sonra membranlar 3x15 dakika
TBS-T (%0.05 Tween- 20 igeren TBS) tamponla yikandiktan sonra alkalen fosfotaz
eslenik tavsan monoklonal anti keg¢i IgG igeren ikincil antikor ile 1 saat inkiibe
edildi. ikincil antikor inkiibasyonundan sonra membranlar yine 3X15 dakika TBS-T
yikandiktan sonra NBT/ BCIP renk gelistirici soliisyonu kullanilarak membran

tizerinde olusan 6zgiin bantlar gozlendi.

5.5. Histopatolojik Degerlendirme Yontemi:

Isik mikroskobu: Dokular %10’luk formole alindiktan sonra en az 3 saat veya 1
gece ¢esme suyunda yikandi ve artan alkol konsantrasyonlari ile dehidratasyon
(%70’1ik alkol ile 15 dakika, % 90’lik alkol ile 15 dakika, % 96’lik alkol ile 30
dakika, %100’liik alkol ile iki kere 30 dakika, % 100’liik toluen ile 2 kere 30 dakika)
yapildi, ardindan 1 gece parafinde 60°C’de bekletildi, ertesi giin doku parafin
bloklara gdmiildii. Bloklama isleminden sonra dokulardan 5-6 mm kalinliginda
kesitler alinarak lama yerlestirildi ve parafinden kurtarma islemi i¢in 2 saat toluende
birakildi, ardindan alkoliin azalan konsantrasyonlari ile suya indirgenme (%100’liik
alkol ile 2 dakika, %90’1ik alkol ile 2 dakika, %70’lik alkol ile 2 dakika muamele
edildi.) yapildi ve distile suya birakildi. 15 dakika hematoksilen ile muamele
edildikten sonra ¢esme suyunda 10 dakika morartma islemi i¢in birakildi. Eosin ile 5
dakika ilave olarak distile su uygulandiktan sonra tekrar alkoliin artan
konsantrasyonlar1 ile dehidratasyon (%70’lik alkol ile 2 dakika, %90’lik alkol ile 2
dakika, %96’ lik alkol ile 2 dakika, %100°liik alkol ile 10 dakika) yapildi. Ardindan
Toluen ile 2 kere yikandi (1.banyo 5 dakika, 2.banyo 10 dakika) ve Entellan ile

dokunun tizeri kapatildi, doku 151k mikroskobu diizeyinde incelendi.

5.5.1. Immiinohistokimya
Multidrug Resistance-Associated Protein-2 ve P-gp immiinoekspresyonunu
formalin fiske gomiilii dokularda gostermek amaciyla streptavidin biotin peroksidaz

immiinohistokimya boyama yontemi uygulanda.
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Parafine gomiilii dokulardan 3 pm kalinliginda kesitler, pozitif sarjli lamlara
alindi ve 37°C’de 1 gece deparafinize edildi, bunu takiben ii¢ ayr ksilenle beser
dakika bekletilerek deparafinizasyon tamamlandi. 10’ar dakikalik siireler ile kesitler
%96’lik etanolden gegirildi ve 20 dakika %3’liik hidrojen peroksit (metanolde) ile
dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesi baskilandi. Kesitler distile su ile yikandi,
kesitlerdeki maskelenen antijenleri agiga ¢ikarmak i¢in mikrodalga firinda 200 W
giicte pH 6 sitrat tampon ¢ozeltisi ile antijen geri kazanim islemi uygulandi. Lamlar
oda 1sisinda sogutuldu, iki ayr1 fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile 5’er dakika
yikandi ve non spesifik boyanmay1 engellemek icin dokulara 10 dakikalik protein
blokaji (Histostain Bulk Kit, Invitrogen LAB-SA Dedection System, UK) yapildi.
Blokajin tamamlanmasini takiben, 1:100 diliisyon oraninda MRP2 (M2 1I1-6, Abcam
UK) ve 1:40 diliisyon oraninda P-gp (JSB-1, Abcam, UK) damlatild1 ve 1’er saat oda
1s1sinda inkiibe edildi. 1 saat sonunda, kesitler iki ayr1 PBS ile yikandi ve 10 dakika
biotinlenmis sekonder antikorda (Histostain Bulk Kit, Invitrogen LAB-SA Dedection
System, UK) bekletildi. PBS ile yikanma tekrar edildi, bunu takiben streptavidin
peroksidaz (Histostain Bulk Kit, Invitrogen LAB-SA Dedection System, UK)
damlatildi ve 10 dakika inkiibe edildi. Kesitler 5’er dakikalik iki ayr1 PBS ile yikandi
ve yikanan kesitlere 3-3’-diaminobenzidin (DAB) kromojeni damlatildi ve 5
dakikalik inkiibasyon sonrasinda boyanma kontrol edildi. Kesitler distile su ile
yikandi, yikanan kesitlere Mayer Hematoksilen ile sit boyama yapildi ve

dehidratasyon i¢in etanolden gecirildi.

Dokular ksilene alindi, uygun kapama maddesi ile kapatildi ve 1s1k

mikroskobunda (BX51 Olympos, Japan) semikantitatif olarak degerlendirildi.

5.5.2. Istatistik yontemi

Calismamizda serumda AST, ALT, TNF-a, IL-1B diizeyleri ve karaciger
dokusunda o6l¢iilen GSH, MDA, luminol, lusigenin diizeyleri ve Bcl-2/Bax orani ile
MPO, Na'K'-ATPaz, kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivitelerinin gruplararasi
karsilastirilmas1 tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile incelendi ve ikili
karsilastirmalarda Tukey’s testi kullanildi. Anlamlilik siirt olarak p<0.05 kabul
edildi.
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6. BULGULAR

Calismamizda serumda AST, ALT, TNF-a, IL-1B diizeyleri ve karaciger
dokusunda olgiilen GSH, MDA, luminol, lusigenin diizeyleri ve Bcl-2/Bax orani ile
MPO, Na'K'-ATPaz, kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivitelerinin gruplararas
karsilastirilmast ANOVA ile incelenmis ve ikili karsilastirmalarda Tukey’s testi

kullanilmistir.

6.1. Seruma Ait Sonuclar

Hepatik iskemi reperfiizyon yapilan grupta serum AST, ALT, TNF-a ve IL-1P
diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Buna karsilik
SJW uygulanan grupta HI grubundaki artis anlamli olarak diismiis, kontrol
degerlerine yaklasmistir (Tablo 6, Sekil 4).

Tablo 6: Sicanlarda yapilan hepatik iskemi/reperfiizyon modelinde, tiim gruplara ait
serum AST, ALT, TNF-a ve IL-1P degerleri

Kontrol SIW HI HI-SIW
AST (U/L) 66.2+7.5 682+ 5.4 120.5 £ 9.3 **x* 71.5+10.1 "
ALT (U/L) 61.3+5.6 68.7£6.2 133.8 £ 14.6 *** 83.5+7.8""
TNF-o. (pg/ml) 55.4+3.2 482 +3.1 82.2 £ 3.9 **x* 56.6+3.9 "
IL-1B (pg/ml) 365 +22 326+ 16 475 +£29 * 380+ 18"

Ortalama deger + standart hata

* p<0.01, ***p<0.001 Kontrol grubuna gore karsilagtirmalar,

"p<0.05, " p<0.01, ™ p<0.001 HI grubuna gore karsilastirmalar.

AST: Aspartat aminotransferaz; ALT: Alanin aminotransferaz; TNF-a: Timor
nekroz faktor-alfa; IL-1p: Interlokin 1-beta; SJW: St. John’s Wort; HI: Hepatik

iskemi/reperfiizyon
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Sekil 4: Siganlarda yapilan hepatik iskemi/reperfiizyon modelinde, tiim gruplara ait
serum a) AST, b) ALT, ¢) TNF-a ve d) IL-1 degerleri
* p<0.05, ***p<0.001 Kontrol grubuna gore karsilastirmalar,

*p<0.05, 7" p<0.01, ™" p<0.001 HI grubuna gore karsilastirmalar.

AST: Aspartat aminotransferaz; ALT: Alanin aminotransferaz; TNF-o: Timor
nekroz faktor-alfa; IL-1p: Interlokin 1-beta; SIW: St. John’s Wort; HI: Hepatik

iskemi/reperflizyon

45



6.2. Glutatyon ve Malondialdehit Sonuclar:

Karaciger dokusunda glutatyon diizeyleri kontrol grubuna goére HI yapilan

grupta diisiik bulunmustur. Bu diisiisiin SJW ile tedavi uygulanan HI grubunda

anlamli olarak onlendigi goriilmiistiir.

Malondialdehit diizeyleri incelendiginde kontrol grubuna gore karaciger

dokusunda HI yapilan grupta anlamli bir artis bulunmustur. St. John’s Wort

uygulamasi ise MDA diizeylerindeki bu yiikselmeyi anlamli olarak azaltmistir (Tablo

7, Sekil 5).

Tablo 7: Siganlarda yapilan hepatik iskemi/reperfiizyon modelinde, tiim gruplara ait
doku GSH ve MDA degerleri

Kontrol SIW HI HI-SIW
GSH (mmol/g) | 2.28+0.17 | 2.15+0.17 | 091+0.13 *** | 1.68+020"
MDA (nmol/g) | 3220+4.19 | 29.78+4.88 | 55.07+621* | 36.12+4.35"

Ortalama deger + standart hata

* p<0.05, ***p<0.001 Kontrol grubuna gore karsilastirmalar,

*p<0.05 HI grubuna gore karsilastirmalar.
GSH: Glutatyon; MDA: Malondialdehit; SIJW: St. John’s Wort; HI: Hepatik

iskemi/reperfiizyon
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Sekil 5: Siganlarda yapilan hepatik iskemi/reperfiizyon modelinde, tiim gruplara ait

doku a) GSH, b) MDA degerleri.
* p<0.05, ***p<0.001 Kontrol grubuna gore

" p<0.05 HI grubuna gore karsilastirmalar
GSH: Glutatyon; MDA: Malondialdehit; SJW: St. John’s Wort; HI: Hepatik

iskemi/reperfiizyon
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6.3. Myeloperoksidaz ve Na*K*-ATPaz Aktivitesi Sonuclari

Hepatik  iskemi/reperfiizyon  yapilmasi, karaciger dokusunda noétrofil
infiltrasyonunu ve buna baglh olarak MPO degerlerini kontrol grubuna gore anlamli
olarak artirirken, MPO aktivitesi SJW uygulanan grupta anlamli olarak azaltilmis ve

kontrol grubu MPO degerlerine yakin sonug alinmistir.

Karaciger dokusunda Na’K'-ATPaz aktivitesi kontrol grubuna gére HI
yapilan grupta diisiik bulunmustur. Bu diislistin SJIW ile tedavi uygulanan HI
grubunda anlamli olarak 6nlendigi goriilmiistiir (Tablo 8, Sekil 6).

Tablo 8: Siganlarda yapilan hepatik iskemi/reperfiizyon modelinde, tiim gruplara ait
doku MPO ve Na'-K*ATPaz degerleri

Kontrol SJW HI HI-SJW

MPO (Ulg) 6.71+095 | 6.84+1.02 | 21.32+2.96 *** | 13.08+£2.13"

Na'K'ATPaz | 6.21+0.78 6.45+0.99 | 2.01+0.39 ** 4.68+029"
(mmol/mg
protein/h)

Ortalama deger + standart hata

** p<0.01, ***p<0.001 Kontrol grubuna gore karsilagtirmalar,

* p<0.05 HI grubuna gore karsilastirmalar.

MPO: Myeloperoksidaz; SJW: St. John’s Wort; HI: Hepatik iskemi/reperfiizyon
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Sekil 6: Siganlarda yapilan hepatik iskemi/reperfiizyon modelinde, tiim gruplara ait
doku a) MPO, b) Na'-K*ATPaz degerleri

** p<0.01, ***p<0.001 SF uygulanan kontrol grubuna gore karsilastirmalar,

" p<0.05 HI grubuna gore karsilastirmalar.

MPO: Myeloperoksidaz; SJW: St. John’s Wort; HI: Hepatik iskemi/reperfiizyon
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6.4. Luminol ve Lusigenin Aracili Kemiliiminesans ile ROT Ol¢iim Sonuclar
Karaciger dokusunda luminol diizeyleri kontrol grubuna gore HI yapilan grupta
yiiksek bulunmustur. Bu artisin SJW ile tedavi uygulanan HI grubunda anlamlhi

olarak onlendigi goriilmiistiir.

Lusigenin diizeyleri incelendiginde kontrol grubuna gore karaciger
dokusunda HI yapilan grupta anlamli bir artis bulunmustur. St. John’s Wort
uygulamasi ise lusigenin diizeylerindeki bu ylikselmeyi anlamli olarak azaltmistir

(Tablo 9, Sekil 7).

Tablo 9: Siganlarda yapilan hepatik iskemi/reperfiizyon modelinde, tiim gruplara ait

doku luminol ve lusigenin aracili kemiluminesans ile ROT 6l¢iim degerleri

Kontrol SJw HI HI-SJW
Luminol aracili
Kemiluminesans 131+ 12 125+ 21 250 & 34 ** 130+ 12+
(rlu/mg)
Lusigenin aracili
Kemiluminesans 143 +7 111+6 360 £26%** | 217+ 15*
(rlu/mg)

Ortalama deger + standart hata

* p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001 Kontrol grubuna gore karsilagtirmalar,

"p<0.01, """ p<0.001 HI grubuna gore karsilastirmalar.

SJW: St. John’s Wort; HI: Hepatik iskemi/reperfiizyon; ROT: Reaktif oksijen

tirevleri

50




a)

300+ wr

200+

++

100+

Luminol
Kemiluminesans (rlu/mg)

Kontrol ~ SJW HI HI-SJW

= 3004 +++

Lusigenin
Khemiluminesans
rlu/mg

Kontrol  SJW HI HI-SJW
Sekil 7: Siganlarda yapilan hepatik iskemi/reperfiizyon modelinde, tiim gruplara ait
doku a) luminol ve b) lusigenin aracili kemiluminesans ile ROT 6l¢iim degerleri
*p<0.01, ** p<0.01, ***p<0.001 Kontrol grubuna gore karsilastirmalar,
" p<0.01, 7" p<0.001 HI grubuna gére karsilastirmalar
SJW: St. John’s Wort; HI: Hepatik iskemi/reperfiizyon; ROT: Reaktif oksijen

tirevleri
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6.5. Bcl-2/Bax Orani, Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 Aktivitesi Sonuclari
Bcl-2/Bax orani degerlendirildiginde SF uygulanan kontrol grubuna goére, SJTW
grubu ile HI-SJW grubu yiiksek, SF uygulanan HI grubu ise diisiik bulunmustur. Bu

diisiis SJW uygulanan HI grubunda anlamli olarak onlenmistir.

Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 aktivitesi kontrol grubuna gére SJW grubunda diisiik, SF
uygulanan HI grubunda yiiksek bulunmustur. Bu artis SJW uygulanan HI grubunda
anlamli olarak diizelmistir (Tablo 10, Sekil 8).

Tablo 10: Siganlarda yapilan hepatik iskemi/reperfiizyon modelinde, tiim gruplara

ait Western Blot analizi ile Bcl-2/Bax orani ile kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktiviteleri.

Kontrol SIW HI HI-SJW
Bcl-2/Bax orani 1 1.35+0.01 *** | 0.76+0.02 **%* | 1.18+0.02 *** "7
Kaspaz-3/p-aktin 1 0.75 +0.02*%** | 1.16+0.03 *** | 0.87+0.02"""
Kaspaz-9/p-aktin 1 0.86+0.02 ** | 1.19+0.03 *** | (.87+0.03 ** ™

Ortalama deger + standart hata

**p<0.01, *** p<0.001 Kontrol grubuna gore,

" p<0.001 HI grubuna gére karsilastirmalar.

SJW: St. John’s Wort; HI: Hepatik iskemi/reperfiizyon
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Sekil 8: Siganlarda yapilan hepatik iskemi/reperfiizyon modelinde, tiim gruplara ait
Western Blot analizi ile a) Bcl-2/Bax orani ile b) kaspaz-3 ve c) kaspaz-9 aktiviteleri.
SJW: St. John’s Wort; HI: Hepatik iskemi/reperfiizyon
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6.6. Histoloji Sonuclari

Kontrol grubunun yapilan histopatolojik incelemesinde sintizoidler ile
hepatositlerin intakt oldugu ve karaciger parenkiminin normal morfolojisini
korudugu goriildii.

St. John’s Wort uygulanan grubun yapilan histopatolojik incelemesinde
sintizoidler ile hepatositlerin intakt oldugu ve karaciger parenkiminin normal
morfolojisini korudugu goriildii.

HI grubunun yapilan histopatolojik incelemesinde hepatik iskeminin neden
oldugu yaygin konjesyon ve hepatosit dejenerasyonu goriilmektedir.

St. John’s Wort tedavisi alan HI grubunun yapilan histopatolojik diisiik

siniizoidal ve hepatoseliiler dejenerasyon goriilmektedir (Sekil 9).
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Sekil 9. Sicanlarda yapilan hepatik iskemi/reperfiizyon modelinde, tiim gruplara ait
histoloji sonuglari

a) Kontrol grubu, diizgiin kontiirlii santral ven (*) ve sintizoidler (P ).

b) SJTW grubu, diizgiin kontiirlii santral ven (*) ve siniizoidler ().

¢) HI grubu, siniizoidlerde dilatasyon, hepatoseliiler dejenerasyon (oklar) ve santral
vende (*) yaygin konjesyon

d) HI-SJW grubu, siniizoidlerde azalmis dilatasyon (oklar) ve santral vende (*)

azalmis konjesyon
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6.7. Immunohistokimyasal Inceleme Sonuclar1

P-glikoprotein sonuglart incelendiginde kontrol (Sekil 10a) ve SJW (Sekil 10b)
gruplarinin her ikisinde de hepatosit membranlar1 boyunca kuvvetli ve devamlilik
gosteren boyanma mevcuttu. Hepatik iskemi/reperfiizyon grubunda (Sekil 10c)
yogunlugu azalmis ve membran biitiinligli gostermeyen boyanma gdzlenirken
hepatik iskemi ve SJW grubunda (Sekil 10d) boyanmanin yine kuvvetlendigi izlendi.

Multidrug Resistance-Associated Protein-2 sonuglarinda ise kontrol (Sekil 11a)
ve SIW (Sekil 11b) gruplarinin her ikisinde de hepatosit membranlart boyunca
kuvvetli ve devamlilik gosteren boyanma mevcuttu. Hepatik iskemi/reperfiizyon
grubunda (Sekil 11c) yogunlugu azalmis ve membran biitiinligi gostermeyen
boyanma gdzlenirken hepatik iskemi ve SJW grubunda ($ekil 11d) boyanmanin yine
kuvvetlendigi izlendi (Sekil 10, 11).

:f s O LT Tk e Sader + . me
Sekil 10: Sicanlarda yapilan hepatik iskemi/reperfiizyon modelinde, tiim gruplara ait

immunohistokimyasal P-gp sonuglari

a) Kontrol grubu, diizenli ve kuvvetli hepatosit membran boyanmasi (okbaslar1),
b) STW grubu, membranlar boyunca diizenli ve yogun boyanma (okbaslari),

c) HI grubu, yogunlugu azalmis az-orta derece boyanma (okbaslar1),

d) Hepatik iskemi ve SJW grubu, membranlarin yogun boyanmasi (okbaslari),
P-gp: P-glikoprotein; SIW: St. John’s Wort; HI: Hepatik iskemi/reperfiizyon
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Sekil 11: Sicanlarda yapilan hepatik iskemi/reperfiizyon modelinde, tiim gruplara ait
immunohistokimyasal MRP-2 sonuglar1

a) Kontrol grubu, diizenli ve kuvvetli hepatosit membran boyanmasi (okbaslar1),

b) SJW grubu, membranlar boyunca diizenli ve yogun boyanma (okbaslar1),

¢) HI grubu, yogunlugu azalmis az-orta derece boyanma (okbaslari),

d) Hepatik iskemi ve SJW grubu, membranlarin yogun boyanmasi (okbaslari),
MRP-2: Multidrug resistance associated protein-2; SJW: St. John’s Wort; HI:
Hepatik iskemi/reperfiizyon
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7. TARTISMA

Hepatik iskemi reperfiizyon hasari, organ nakli, karaciger rezeksiyonu, travma
ve vaskiiler hastaliklar dahil klinik uygulamalarin bir¢ogunda meydana gelebilir
(Papadopoulos ve ark., 2013; Giires ve ark., 2012). Hepatik iskemi/reperfiizyon
hasarina ¢esitli faktorler katkida bulunmaktadir, bunlar; Kupffer hiicre aktivasyonu,

oksidatif stres ve proinflamatuvar sitokin sinyal sisteminin upregiilasyonudur.

Iskemi periyodu sirasinda, hiicresel diizeyde cesitli fonksiyonel degisiklikler
meydana gelir. Ozellikle spesifik olan, oksidatif fosforilasyonda azalmadir; bu durum
ATP deplesyonu ve kalsiyum homeostazinda diizensizlik ile sonuglanir. Ayrica
iskemi sirasinda hepatositlerde oksijenin yoklugu mitokondriyal enerji iiretiminin
azalmasia, H* ve Na“ homeostazinin degisimlerine ve son olarak siniizoidal
endotelyal hiicrelerin ve Kupffer hiicrelerinin biiylimesine Ssebep olur. Kupffer
hiicrelerinin aktivasyonu ROT iiretiminde, indiiklenebilir nitrik oksit sentazin (iNOS)
aktivasyonunda ve nétrofil aracili hasar ile sonuglanan proinflamauvar sitokinler,
kemokinler ve adezyon molekiillerinin diizeylerinde artisa yol acarak inflamasyona

neden olur (Papadopoulos ve ark., 2013).

Iskemi ve reperfiizyon hasarmin engellenmesine yonelik olarak pek ¢ok ajan
arastirilmistir. Giires ve ark.’nin yaptiklar1 calismada, sicanlarda karaciger iskemi
reperfiizyon hasarinda papaverinin etkisi incelenmis olup, yapilan istatistiksel
degerlendirme sonucu, parankimdeki fokal nekroz ve hidropik sisme hari¢ diger tim
Olclitlerde calisma grubunda yer alan siganlarin kontrol grubundakilere nazaran
iskemi reperfiizyon hasarini anlamli derecede azalttigi saptanmistir (Giires ve ark.,
2012). Sehirli ve ark.’nin yiiriittiikleri ¢calismada, {iziim ¢ekirdegi ekstresi tedavisinin
sicanlarda hepatik iskemi reperfiizyon hasarmi azalttig: saptanmustir. Uziim ¢ekirdegi
ekstresinin HI ile indiiklenen organ hasarini, oksidan-antioksidan dengesindeki etkisi
ile nodtrofil infiltrasyonunu inhibe ederek ve inflamatuvar mediyatdrlerin salinimin
diizenleyerek azalttigi saptanmistir (Sehirli ve ark., 2008). Ancak SJW’nin HI
hasarinda tek basina denendigi ve histopatolojik bulgularin skorlandig: bir ¢calismaya

literatiirde rastlanilmamustir.
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Sicanlarda yiiriitiilen iskemi periyodunun etkilerinin karsilastirildigi  bir
calismada, siganlar 1, 2 veya 3 saat i¢in bilateral iskemi ve bunu takiben 4 saat icin
reperfiizyona tabi tutulmustur. Sicanlarda kreatinin kinaz (CK), AST, ALT, kan iire
nitrojeni (BUN), kreatinin (Cre) ve potasyum iyonunun degerleri Ol¢lilmiistiir.
Iskeminin uzun periyotlar1 kas 6deminin uzamasinin yani sira CK, AST, ALT, BUN
ve potasyum iyonunun artmig degerleri ile iligkili olarak bulunmustur. AST, BUN ve
iiriner protein degerleri bir saat veya daha uzun iskemi sonrasi, CK, ALT degerleri 2
saatlik veya daha uzun iskemi sonrasi ve kas 6demi 3 saatlik iskemi sonras1 6nemli
derecede artmistir (Sagara ve ark., 2009). Sigan karacigerinden izole edilmis Kupffer
hiicrelerinde HI sonras1 TNF-a diizeylerindeki artis kontrol grubuna gore 5 kat fazla
bulunmustur. Ayrica siganlarda yapilan ¢alismalarda, HI’da anti-TNF-a
antikorlarmin kullanilmasinin karaciger hasarini azalttig1 ve akciger 6dem gelisimini
Onledigi gosterilmistir. Benzer bigimde, miirin modellerinde pentoksifilinin Kupffer
hiicrelerinin TNF-a {iretimini engelledigi, bunun sonucunda HI hasarini azalttig
saptanmistir (Baykara, 2005). Karragenan ile indiiklenen akciger zari iltihabi
olusturan bir hayvan modelinde, oral olarak uygulanan Hypericum perforatum’un
etkileri degerlendirilmistir. Hayvanlarda plevral boslukta sivi birikimi ile karakterize
akut inflamatuvar cevapta TNF-a ve IL-1p iretiminde de artis saptanmustir.
Inflamasyonun tiim parametreleri Hypericum perforatum ekstresi uygulamasi ile
azalmistir (Menegazzi ve ark., 2006). Bizim calismamizda buldugumuz sonuglar
yapilan c¢aligmalara paralellik gostermektedir. Karacigerde iskemi/reperfiizyon
olusturulan grupta, AST, ALT, TNF-a ve IL-1B diizeyleri kontrol grubuna gore
anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Buna karsilik SJW uygulanan grupta hepatik
iskemi/reperflizyon grubundaki artis anlamli olarak diismiis ve kontrol degerlerine

yaklagmistir.

Hypericum perforatum, asirlar boyunca bitkisel tedavi olarak kullanilmaktadir.
Galen (A.D. 150-200) SJW’yi menstriiel bozukluklar i¢in regeteledigi bilinmektedir
ve ayrica Orta Cag’da depresyon tedavisi i¢in kullanilmistir. St. John’s Wort’un
konvansiyonel antidepresan tedavisi kadar etkili oldugunu kanitlayan randomize
kontrollii klinik ¢aligsmalar ile “Dogal Prozac” olarak iin salmistir (Hennessy ve ark.,

2002). Depresyonda kullaniminin yan1 sira oral ve topikal uygulama ile
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antiinflamatuvar, sedatif, diliretik, antimalaryal ve yara iyilestirici olarak

kullanilmaktadir (Miller AL, 1998).

Bitkisel ilaclar birgok farmasotik olarak aktif bilesenler icermektedir ve bunlarin
bazilar1 bitki-ilag etkilesimlerine neden olabilmektedir. Bitki-ilag etkilesimleri i¢in
ongoriilen mekanizma karacigerde ve intestinal mukozada yogun olarak bulunan
CYP 450 enzim sisteminin indiiksiyonu ve substratlarini hiicrelerin disina atan ATP-
bagimli bir pompa olan P-gp’in indiiksiyonudur (Cass, 2004). P-glikoprotein gibi
diger ilag effluks (disa atim) pompalarini da kapsayan ATP baglayici kaset tasiyicilar
stiperfamilyasinda bulunan MRP2’dir (Courtois ve ark., 1999; Borst ve ark., 2000).
Multidrug Associated Resistance Protein-2 eksikligi, hepatositlerin daha hassas
olmasina neden olur (Kudo ve ark., 2012). Parasrampuria ve ark. (2012) yiirlittigi
bir ¢alismada hizli (warm) HI hasari, 60 dakika kismi iskemiye maruz kalan
karacigerin reperfiizyonun 24 saat sonrasi sigan karacigerinde P-gp ve MRP2’nin her
ikisinin de aktivitesi azalmistir (Parasrampuria ve ark., 2012). Calismamizda P-gp
sonuglar1 incelendiginde, kontrol ve SJW gruplarinin her ikisinde de hepatosit
membranlart boyunca kuvvetli ve devamlilik gdsteren boyanma mevcuttu. Hepatik
iskemi/reperfiizyon grubunda yogunlugu azalmis ve membran Dbitiinligi
gostermeyen boyanma gozlemlenmis olup, SJW uygulanan HI grubunda boyanma
kuvvetlendigi saptanmistir. Multidrug Associated Resistance Protein-2 sonuglari
incelendiginde ise, kontrol ve SJW gruplarinin her ikisinde de hepatosit membranlari
boyunca kuvvetli ve devamlilik go6steren boyanma mevcuttur. Hepatik
iskemi/reperfiizyon grubunda yogunlugu azalmis ve membran biitiinligi
gostermeyen boyanma gozlemlenmis olup, STW uygulanan HI grubunda boyanmanin

arttig1 saptanmistir.

Sodyum-potasyum  adenozin trifosfataz  (Na'K'-ATPaz), tim hiicre
membranlarinda bulunan sodyum ve potasyum gradyanini saglayarak hepatosit
yapisi ve fizyolojisinde anahtar rol oynayan 6nemli bir membran enzimidir (Kulkarni
ve ark., 2002; Van Dyke ve Scharschmidt, 1983). Karaciger nakli sirasinda doku
canliliginin ve hepatik fonksiyonun indikatortidiir. Yapilan bir calismada, karaciger

iskemi reperfiizyonunu takiben Na'K*-ATPaz seviyesinde diisme oldugu sonucu
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raporlanmistir (Benkoel ve ark., 2004). Calismamizda cikan sonuglar literatiire
paralellik gdstermis ve HI yapilan grupta Na'K'-ATPaz aktivitesi, kontrol grubuna
gore diisiik bulunmustur. Bu diisiisiin SJW ile tedavi uygulanan HI grubunda anlamli

olarak onlendigi goriilmiistiir.

Myeloperoksidaz, nétrofillerin aktivasyonu sonucu saliverilen bir enzim olup,
ROT iiretiminde bulunmaktadir (Bekheet ve ark., 2009; Rensen ve ark., 2009).
Yapilan ¢alismalarda karaciger iskemi/reperflizyon hasarinda notrofil
infiltrasyonunun gostergesi olarak ~ MPO aktivitesinde ki artisin endotelyal
disfonksiyona ve inflamasyona neden oldugu belirtilmistir (Demiryilmaz ve ark.,
2014; Elias-Mir6 ve ark., 2014). Nitekim g¢alismamizda da HI yapilmasi karaciger
dokusunda nétrofil infiltrasyonunu ve buna bagli olarak MPO degerlerini kontrol
grubuna gore anlamli olarak artirmistir. Calismamizda kullandigimiz SJW’nin kan
parametreleri tizerindeki olumlu etkileri géz 6niine alindiginda bu ajanlarin dokuda
MPO enzimini anlamli olarak baskilamis olmasi1 HI’da bu enzimin 6nemli roliinii
desteklemektedir. Dolayisiyla HI tedavisinde kullanilan ajanlarin MPO aktivitesi
lizerinde inhibitdr 6zelliklerinin olmasi, dokunun oksidasyona karsi korunmasini
saglayacak ve tedavinin basarisini artiracaktir. St. John’s Wort’un serbest radikal
stiptiriicti  etkisi ile inflamatuvar olaylarda artan MPO aktivitesini azalttigi
bildirilmistir (Dost ve ark., 2009). Tiim bu caligmalar dikkate alindiginda bizim

bulgularimizin literatiire uygunluk sagladig: anlagilmaktadir.

Yapilan calismalarda, karaciger hasarina bagli olarak dokuda (siroz ve kanserli)
GSH degerinin distiigii ve MDA degerinin arttig1 gosterilmistir (Czeczot ve ark.,
2006; Sehirli ve ark., 2008). Glutatyon, viicudun en 6nemli antioksidan savunma
sistemlerinden bir tanesidir. Dokularda GSH diizeylerinin azalmasi pek c¢ok
patolojiye yol agmaktadir. En fazla ¢alisilan modeller arasinda sepsis, yanik ve ilag
toksisite ¢caligmalar1 bulunmaktadir. Antioksidanlar ile yapilan tedavi son zamanlarda
bir¢cok hastalikta denenmis ve olumlu sonuglar alinmistir. Bu ¢alismalar ve HI’da N-
asetil sistein, a-lipoik asit gibi ajanlar ile yapilan ¢alismalar g6z oniine alindiginda
calismamizda tedavi amagli SJW uygulanmistir. Bu ajan ile yaptigimiz ¢alisma

neticesinde karaciger dokusunda glutatyon tiiketimini ve boylece HI hasarini 6nledigi
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saptanmistir. Malondialdehit ise membran yapisini bozarak hiicrelerde hasara yol
acan lipid peroksidasyonunun 4-hidroksinenonal ile birlikte son triiniidiir (Bekheet
ve ark., 2009). Yapilan ¢alismalarda, antioksidan olarak kullanilan ajanlarin GSH
diizeylerini artirmak suretiyle MDA diizeylerindeki artis1 onledigi gosterilmistir
(Erkanli ve ark., 2005; Meister ve Anderson, 1983). Bu calismada koruyucu ajan
olarak kullandigimiz SJW de karaciger dokusunda artmig MDA diizeylerini anlaml

olarak azaltmstir.

Hepatik iskemi/reperfiizyonu gibi inflamatuvar olaylarda artan serbest oksijen
radikallerinin dokularda hasara yol agtiklar1 bilinmektedir. Serbest O, radikallerinin
saptanmasinda luminol aracili KL ve lusigenin aracili KL iki 6nemli belirte¢ olarak
kullanilmaktadir. Luminol tayini ile OH,, H,0O,, hipoklorit ve hidroperoksil
radikallerinin, lusigenin tayini ile O, radikalinin diizeyi saptanmaktadir (Okudo ve
ark., 1992). Calismamizda HI olusturulan si¢anlarin karaciger dokusunda luminol ve
lusigenin degerleri anlamli olarak artmis SJW uygulanan gruplarda ise bu artis
anlamli olarak azalmistir. St. John’s Wort’un bu etkisini muhtemelen nétrofil

infiltrasyonunu engelleyerek gerceklestirdigini diistindiirmektedir.

“Kontrollii hiicre 6liimii” olarak tanimlanan apoptozun en 6nemli Ozellikleri
kromatin yogunlagsmasi, hiicre biiziilmesi, DNA fragmantasyonu, apoptotik
cisimlerin olusmas1 ve fagositozdur. Apoptozda serbest oksijen radikalleri ve
sitokinler énemli rol oynamaktadir (Oniz, 2004). Li ve arkadaslarinin yaptiklar
calismada hepatik iskemi reperflizyon hasarinda Fas-mRNA ekspresyonunun ve
kaspaz-3 aktivitesinin ve apoptotik hepatositlerin diizeylerinin arttigi gosterilmistir
(Li ve ark., 2003). Cheng ve arkadaslari da HI sonucunda artan serbest radikallerin
Bcl-2/Bax oranini azalttigini gostermislerdir (Cheng ve ark., 2014). Serbest oksijen
radikallerinin apoptoz siirecindeki rolii goz Oniine alindiginda, antioksidanlarla
yapilan tedavinin antiapoptotik etki gdstermeleri beklenen bir sonugtur. Nitekim
SJW’nin sitokin aktivasyonunu engelleyerek pro ve antiapoptotik genlerin

modiilasyonunu saglayarak apoptozu onledigi gosterilmistir (Novelli ve ark., 2014).
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Calismada Bcl-2/Bax orani degerlendirildiginde, SF uygulanan kontrol grubuna
gore, SIW grubu ile HI-SJW grubu yiiksek, SF uygulanan HI grubu ise diisiik
bulunmustur. Bu diisiis SJW uygulanan HI grubunda anlamli olarak &nlenmistir.
Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 aktivitesi kontrol grubuna goére SJW grubunda diisiik, SF
uygulanan HI grubunda yiiksek bulunmustur. Bu artis SJW uygulanan HI grubunda

anlamli olarak diizelmistir.

Sonug olarak yaptigimiz deneysel calismada, iskemi reperflizyon ile karacigerde
meydana gelen hasar, St. John’s Wort verilmesi ile anlamli olarak azalmistir. Ancak
St. John’s Wort’un bu amagla klinikte kullanilmast i¢in daha genis karsilastirmali
deneysel ve klinik galigmalara ihtiyag vardir. Ozellikle karaciger nakli gibi ameliyat
oncesi, hastalara hazirlik asamasinda St. John’s Wort tek basina veya nutrisyonel
destek amagli olarak kullanilmasinin karaciger tizerindeki olumlu etkileri ile hastaya

faydal1 olacagini diistinmekteyiz.
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