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1. OZET

5-Fluorourasil ile Olusturulan fleum ve Kolon Epitel Hasarina Kars1 Saint
John’s Wort’un Olasi Koruyucu Roliiniin Degerlendirilmesi

Ogrenci Ad1 ve Soyadr: Nurdan BULBUL

Damisman: Prof. Dr. Sule CETINEL

Anabilim dah: Histoloji ve Embriyoloji

Amag: 5-Fluorourasil (5-FU) kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir
kemoterapotik ajandir. Ancak ileit ve kolit gibi yan etkileri vardir. Saint John’s Wort
(SJW) antioksidan, antiinflamatuvar ve antibakteriyal Ozelliklerinin yaninda orta
diizeyde depresyonlarm tedavisinde kullanilan bir tibbi bitkidir. Bu ¢aligmanin amac1
5-FU uygulanarak olusturulmus ileit ve kolite karsi Saint John’s wort’un olasi
koruyucu etkisinin aragtirilmasidir.

Gere¢ ve Yontem: Calismada disi Sprague Dawley siganlar (220-300 gr) kullanildi
ve ti¢ deney grubuna (n=5) ayrildi: Grup 1- Serum fizyolojik (SF) grubu, Grup 2- 5-
FU uygulama grubu, Grup 3- 5-FU+SJW uygulama grubu. Her giin 150 mg/kg dozda
i.p. 5-FU uygulamasinin ardindan SF ya da 300 mg/kg dozda SJW 4 giin boyunca
verildi. Dekapitasyon sonrasi ileum ve kolon dokular1 histopatoloji i¢in alnip
%10’luk formaldehitte fikse edilerek 151k mikroskopi i¢in rutin olarak takip edildi.
Apoptotik hasar TUNEL ve Western Blot yontemleriyle, proliferasyon PCNA
immiinohistokimyasi ile arastirilip, sonuglari istatistiki olarak degerlendirildi.
Bulgular ve Sonuclar: Kolon ve ileum dokularinda kontrol gruplar: diizenli epitel
ve ¢ok sayida goblet hiicresi igeren glanduler morfoloji sergiledi. Kolon dokusunda
5-FU tedavisi bezlerde dejenerasyon ve lamina propriyada yiiksek diizeyde lokosit
birikimiyle epitelyal organizasyon bozukluguna yol agti. SJW bezlerdeki
dejenerasyonu ve ldkosit konsantrasyonunu azaltti. ileumda 5-FU tedavisi ile
epitelde oldukca fazla dokiilmeyle beraber dejenerasyon ve lamina propriyada l6kosit
birikimi vardi. SJW tedavisi epitelde ve bezlerde orta diizeyde rejenerasyon sagladu.
Western Blot metodu, TUNEL metodu ve PCNA immiinohistokimyasi sonuglar1 bu
bulgularla uyum gosterdi.

Anahtar Sézciikler: 5-Fluorourasil, Saint John’s wort, Ileit, Kolit, Apoptoz



2. SUMMARY

Evaluation of Possible Protective Effect of Saint John’s Wort Against 5-
Fluorouracil-Induced Ileum and Colon Epithelium Injury

Student Name and Surname: Nurdan Biilbiil, Advisor: Prof. Dr. Sule Cetinel
Department: Histology and Embryology

Aim: 5-Fluorouracil (5-FU) is a commonly used chemotherapeutic agent for cancer
treatment. However, it has some side effects including ileitis and colitis. St. John's
wort (SJW) is an herbal medicine that is used for therapy of mild depression mainly
besides it has antioxidant, anti-inflammatory, and anti-bacterial properties. The aim
of this study is to investigate the possible preventive effect of Saint John’s wort
against ileitis and colitis which are induced by 5-FU.

Materials and Methods: Female Sprague Dawley rats (220-300g) were used in the
study and three experimental groups (n=5) : Group ( 1) —saline group, Group ( 2) 5-
fluorouracil (5-FU) treated control, and Group (3) 5-FU + SJW treated group were
set. Following 150 mg/kg dose of 5-FU, either saline or SJW (300 mg/kg) were
administered in each day during 4 days. After decapitation, ileum and colon tissues
of the intestine were removed, fixed in 10% formaldehyde and processed routinely
for light microscopy. Apoptotic injury was shown via TUNEL assay and Western
Blot method. Proliferation was shown via PCNA immunohistochemistry. Data were
analyzed statistically.

Results: In the colon and ileum tissues, the control groups demonstrated regular
epithelial and glandular morphology with abundance of goblet cells. In the colon
tissue, 5-FU treatment degenerated the glands prominently and had led to epithelial
disorganization along with a high degree of accumulation of leukocytes in lamina
propria. The SJW treatment appeared to have reduced the degeneration of glands and
concentration of leukocytes. In the ileum, there was degeneration with severe
desquamation in the epithelium, and accumulation of leukocytes in the lamina
propria, SJW treatment led to a moderate regeneration in the epithelium and glands.
Western Blot method, TUNEL assay and PCNA immunohistochemistry results
confirmed histology.

Key Words: 5-Fluorouracil, Saint John’s Wort, ileitis, Colitis, Apoptosis



3. GIRIS VE AMAC

Bir ya da daha fazla hiicrenin ¢ogalma kontroliinii yitirmesiyle timor olarak
nitelendirdigimiz solid hiicre kitleleri ya da kan, kemik iligi ile iliskili kanserler
ortaya ¢ikmaktadir. Bu kanserlerin tedavisinde cerrahi, kemoterapi ve/veya
radyoterapi yontemleri uygulanmaktadir. Kemoterapide uygulanan diisiikk molekiiler
agirlikli ilaglar tiimor hiicrelerini tamamen yok eder ya da hiicre proliferasyonunu
simirlandirir. Ancak bu ajanlarin ¢ogu tiimor hiicreleriyle beraber saglikli hiicreleri de
etkilediklerinden (Mazzaferro ve ark., 2013) kemik iligi baskilanmasi, sa¢ kaybi,
gastrointestinal lezyonlar, kusma gibi istenmeyen yan etkileri beraberinde
getirmektedir (Nussbaumer ve ark., 2011).

Kemoterapide kullanilan en eski kanser ilaglarindan birisi olan 5-fluorourasil
(5-FU) kolorektal, meme, karaciger (Ghoshal ve Jacob, 1997) mide, bas-boyun
(Schoffski, 2004), cilt tiimorleri (Isanbor ve O’Hagan, 2006) basta olmak iizere pek
¢ok solid tiimoriin tedavisinde hala kullanilmaktadir. 5-FU, hiicreler iizerinde
sitotoksik etki gosteren 130,08 g/mol molekiiler agirhiga sahip bir pirimidin
analogudur (Straub, 2010; Ghoshal ve Jacob, 1997; Nussbaumer ve ark., 2011).
DNA sentezi ve tamirinde gorev alan timidilat sentazin inhibit6riidiir. Eksozom
kompleksinin aktivitesini inhibe eder ve toksik metabolitlerinin DNA ve RNA
yapisina katilmasini saglayarak hiicre dongiisiiniin durmasina ve hiicrenin apoptoza
gitmesine yol acar (Tung ve ark., 2011). Bu sekilde kanser hiicreleri tizerinde hiicre
¢ogalmasini durdurucu etki saglarken hizli ¢ogalan saglikli hiicreleri de olumsuz
etkiler. Bunun sonucu olarak ortaya ¢ikan kemik iligi baskilanmasi ve mukozit
5-FU’nun en sik goriilen yan etkileri olarak belirir (Nussbaumer ve ark., 2011). Bu
yan etkisinden dolay1 5-FU sigan ve farelerle yapilan caliymalarda gastrointestinal
mukozit olusturucu ajan olarak kullanilmaktadir (Tung ve ark., 2011; Smith ve ark.,
2008; Letari ve ark., 2010).

Kemoterapotiklerin olusturdugu olumsuz etkiler tedavideki ilag dozunun
azaltilmasina ya da tedavinin yarida birakilmasina neden olmakta, bu durum ise
tedavinin basarisiz olmasi ile sonuglanabilmektedir (Smith ve ark., 2008). Yan
etkilerden kaynaklanan bu durumu azaltmak igin alternatif tedavi yontemlerinden

yararlanim adma pek ¢ok g¢alisma yapilmaktadir. Bu yan etkiler arasmmda bulunan



mukozitin goriilme sikliginin ve siddetinin azaltilmasi i¢in antiinflamatuvar 6zellik
tagtyan cesitli bitki 6zlerinin kullanimina yonelik ¢aligmalar mevcuttur. Dogal bir
antiinflamatuvar olan Saint John’s wort (Hypericum perforatum, SJW) bitkisi Antik
Yunan ve Roma donemlerinden giiniimiize kadar ¢esitli kullanimlariyla geleneksel
tipta yer edinmis bir tiirdiir (Oztiirk ve ark., 2007). Son yillarda antidepresan,
antitimoral, analjezik, antimikrobiyal, antioksidan, antiviral &zelliklerinin yaninda
antiinflamatuvar 6zelligine dair de etkili sonuglar ortaya konulan bir bitkidir (Abdel-
Salam, 2005). Yiizyillar oncesinden bu yana yara iyilestirici bir ajan olarak
kullanimi da bilinmektedir. Yapilan c¢alismalar SJW’nin epitelin  yeniden
yapilanmasini sagladigini gostermektedir (Lavagna ve ark., 2001). Bu 6zelliklerinden
yola cikarak SJW’nin kemoterapdtik ajanlarla birlikte kullanimmin mukozit gibi
komplikasyonlari iyilestirici etkisi arastirilmaktadir.

Bu calismada deney hayvanlarina 5-FU uygulanmasiyla meydana gelmesi
beklenen ileit ve kolitin siddetinin belirlenmesi ve 5-FU’nun toksik etkisine karsi
SJW’nin koruyucu etkilerinin histolojik, histokimyasal ve molekiiler yontemlerle

arastirilmasi amaclanmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Tleum Histolojisi

Ince bagirsak yiyeceklerin sindirimi siirecinin tamamlanarak sindirim
iriinlerinin epitel tabakasindaki hiicreler tarafindan emilime ugradigi bdlgedir
(Mescher, 2013). Boyu 6 m’yi gegen ve sindirim kanaliin en uzun kismini olusturan
ince bagirsak Duedonum, Jejunum ve Ileum olmak iizere 3 anatomik bdlgeye ayrilir

(Ross ve Pawlina, 2014).

Duedonum, mide pilorunda baslayip duedojejunal bileskede sonlanan yaklasik

25 cm uzunlugunda olan, ince bagirsagin en genis ve kisa olan ilk bolimiidiir.

Jejunum, ince bagirsagin duedojejunal bileskede baglayan, yaklagik 2,5 m

uzunlugunda beste ikilik iist kismini olusturan kismidir.

[leum, ince bagirsagm yaklasik 3,5 m uzunlugundaki alt beste ii¢lik kismini
olusturan, jejunumun devami olan kismudir. fleum tiim sindirim kanalinda oldugu
gibi mukoza, submukoza, muskiilaris eksterna ve seroza tabakalarindan olusmaktadir

(Ross ve Pawlina, 2014) (Resim1l).

Resim 1. fleumun histolojik yapist. SM: Submukoza, ME: Muskiilaris eksterna, S:Seroza, V:Villus,
LN:Lenf nodu (Ross ve Pawlina, 2014).



4.1.1. Mukoza

Mukoza, yiizey epiteli, onun altinda uzanan bag dokusu olan lamina propriya ve
diiz kastan meydana gelen muskiilaris mukoza tabakalarindan olusur. Koruma,

emilim ve salgilama fonksiyonlarini yerine getirir (Ross ve Pawlina, 2011).

Makroskopik olarak incelendiginde ince bagirsak yiizeyinin mukoza ve
submukozanimn birleserek olusturdugu plika sirkiilaris (Kerckring valfleri) adini
verdigimiz kalic1 sirkiiler ya da yarim ay biciminde goriilen katlantilar tasidigi
goriilir (Resim 2). Bu katlantilar ince bagirsagin biiyiik bir kisminda bulunur,
sayilar1 ve biyiikliikleri ileumun orta kisminda azalir (Mescher, 2013; Ross ve
Pawlina, 2014).

Resim 2. Ince bagirsak plika sirkiilaris yapist. V: Villus, SM: Submukoza, ME: Muskiilaris Eksterna.
(Ross ve Pawlina, 2011).



Mukoza yiizeyinden liimen icerisine uzanan ve villus ad1 verilen parmak veya
yaprak benzeri mukozal ¢ikintilar yogun bir sekilde tiim yiizeyi orter (Resim 3). Bu
cikintilar enterosit adi verilen emilim hiicreleri ile ¢ok sayida goblet hiicresinden
olusan basit silindirik epitel ile ortiiliidiir. Sindirim iiriinlerinin emiliminde islev
goren temel yapidir. Lamina propriyadan villus igerisine uzanarak villus merkezini
olusturan gevsek bag doku fibroblast hiicreleri, diiz kas hiicreleri, lenfositler, plazma
hiicreleri, fenestrali kan kapillerleri ve lakteal adi verilen sentral lenfatikleri icerir

(Mescher, 2013; Ross ve Pawlina, 2014).

diz kas
hiicreleri

Resim 3. Villus yapisi ( Ross ve Pawlina, 2011).



4.1.1.1. Epitel

Villus epiteli intestinal bez ya da kript (Lieberkiihn kripti) denilen kisa tiibiiler
bezlerle devamlilik gosterir. Bu bezler lamina propriyanin kalinligi boyunca
gortliirler ve villuslar arasindan bagirsak liimenine agilirlar (Mescher, 2013; Ross ve
Pawlina, 2014). Bagirsak bez epiteli farklanan hiicreler ile ince bagirsagin tiim hiicre
tiplerine farklanabilme yetenegindeki pluripotent kok hiicreleri icerir (Mescher,

2013).

Villus yiizey epiteli ile bagirsak bezi epiteli baglica bes temel hiicre tipini igerir.
Bunlar enterositler, goblet hiicreleri, Paneth hiicreleri, enteroendokrin hiicreler ve M
(mikrokatlant1) hiicreleridir. Bunlara ek olarak bagirsak bezlerinde ara hiicreler

bulunmaktadir (Ross ve Pawlina, 2014).

Enterositler, oval ¢ekirdekleri bazal yerlesimli olan uzun silindirik hiicrelerdir
(Ross ve Pawlina, 2014). Maddelerin bagirsak liimeninden dolagim sistemine
gecisini saglamak i¢in 6zellesmis bu hiicrelerin apikal kisminda bulunan mikrovillus
yapilar1 151k mikrobik goriintiilerde ¢izgili (firgamsi) kenar olusturmalariyla
taniirlar. Bu sekilde apikal yiizey alanin1 600 kata kadar arttirabilen mikrovilluslarin
inceyapisal goriintiisiine bakildiginda yiizeylerinin besinlerin hiicre i¢erisine alimimi
saglayan glikokaliks ile ortiilii oldugu goriilir (Ross ve Pawlina, 2014; Mescher,
2013). Apikal sitoplazmanin ¢ikint1 yapmasiyla olusan bu yapilar yaklasik 1 pm
uzunluga, 0,1 um ¢apa sahiptir ve hiicre membrani tarafindan sarilmistir (Mescher,
2013). Mikrovillus, villus ve plika sirkiilaris yapilart mukozal yiizey alanini arttirarak
besin emilimini de arttirrlar (Ross ve Pawlina, 2014). Bagrsak yiizeyini plika
yapisinin 3 kat, villus yapismnin 10 kat, mikrovillus yapisinin ise 20 kat arttirdig:
diistiniilmektedir (Mescher, 2013). Enterositlerin emilim fonksiyonlarmin yaninda
salgilama fonksiyonlar1 da 6nem arz eder. Bu hiicreler disakkaridaz ve dipeptidaz
salgilayarak dissakkaritlerin monosakkaritlere, dipeptidlerin de amino asitlere
parcalanmasimi saglar. Ayrica gastrik ve pankreatik lipazlarla sindirilen lipid alt
iinitelerinin hiicre icerisine alinarak bir dizi islem sonrasi silomikronlara ¢evrilip

lakteale verilmesi islevini goriir (Mescher, 2013).



Goblet hiicreleri, bagirsak epitelindeki diger hiicreler arasinda dagilmis olarak
bulunan tek hiicreli bezlerdir. Bu hiicrelerin sayisinin duedonumdan ileuma dogru
gittikge arttigr goriiliir (Ross ve Pawlina, 2014). Hiicreler 6nce glikoprotein miisin
salgilar daha sonra hidrate olarak mukusu olusturur, bu sayede bagirsagin
korunmasimi ve kayganlastirilmasini saglar (Mescher, 2013). Hiicrenin apikalinde
biiyiikk miisinojen graniil kiimelerinin, bazalinde ise dar bir sitoplazmanin bulunmasi
hiicreye karakteristik kadeh seklini verir. Mikrovilluslarinin varligi graniillerin
apikal-lateral kisimlarini saran ince sitoplazma halkasi ile smirhidir (Ross ve Pawlina,
2014).

Paneth hiicreleri, bagirsak bezlerinin bazal kisminda kok hiicrelerin asagisinda
konumlanmus, apikal sitoplazmasinda bulunan eozinofilik salgi graniilleriyle tanimli
genis ekzokrin hiicrelerdir. Salgi graniilleri igerisinde lizozim, fosfolipaz A ve
defensin bulunur. Bunlar mikroorganizma membranlarma ve bakteri hiicre duvarina
baglanir, bu yapilarin yikimimni saglayarak antimikrobiyal etki gosterir (Mescher,
2013). Bu sekilde antimikrobiyal etki gostermelerinin yaninda belirli bakterileri ve
protozoonlar1 fagosite edebilme yeteneklerinin de bulunmasiyla Paneth hiicrelerinin
bagirsagin normal florasinin diizenlenmesinde rol oynadiklar1 diisiiniilmektedir (Ross

ve Pawlina, 2014).

Enteroendokrin hiicreler, kapali ve agik olmak tizere iki hiicre tipi igerir.
Cogunlugu olusturan agik hiicreler her villusun tiim seviyelerinde bulunabilir ve
limenle etkileserek tasidigi kemoreseptorler sayesinde belirli nutrientlerin seviyesini

tanimlar, gastrointestinal fonksiyonlar1 diizenleyen ¢esitli hormonlarm salinimini

saglar (Ross ve Pawlina, 2014; Mescher, 2013).

M (Mikrokatlanti) hiicreleri, ileum mukozasinda Peyer plaklarmin ve diger
lenf nodiillerinin iizerinde bulunan 6zellesmis epitelyal hiicrelerdir (Ross ve Pawlina,
2014; Mescher, 2013). Bu hiicrelerin apikal yiizeylerinde mikrovillus yerine
mikrokatlantilar bulunur (Ross ve Pawlina, 2014). Epitel i¢i lenfosit ve antijen sunan
hiicre tagiyan bazal membran invajinasyonu ya da cebi bulunmas: ile karakterize
hiicrelerdir (Mescher, 2013). Tasidiklar1 endositotik vezikiiller ile limendeki
mikroorganizmalar1 ve makromolekiilleri i¢ine alarak bazolateral membrana tasir ve

epitelyal hiicreler arasi alana bosaltarak alttaki lenfositlerle temas etmesini saglar.



Lenf hiicreleri lenf noduna goégerek bu yolla uygun immiin cevabm olugmasini

uyarirlar (Ross ve Pawlina, 2014; Mescher, 2013).

Ara hiicreler, boliinme yetenegine sahip olan hiicrelerdir ve bagirsak bezlerinin
alt yarisinda bulunan kok hiicre nisi igerisindeki hiicrelerin ¢ogunlugunu olustururlar.
Mikrovillus tasirlar ancak mikrovilluslart kisa ve diizensiz yapidadir (Ross ve
Pawlina, 2014). Bu hiicrelerden goblet hiicresine farklanacak olanlarmn apikal plazma
membrani altinda kiigiik, yuvarlak salgi graniillerinin olusturdugu bir kiimelenme
goriiliir. Enterositlere farklanacak olan ara hiicrelerde ise salgi graniillerinin yerine
mitokondri, graniillii endoplazmik retikulum ve ribozom kiimelerinin olustugu

goriiliir (Ross ve Pawlina, 2014).
4.1.1.2. Lamina propriya

Epitel altinda yer alan lamina propriya gevsek bag dokusu yapisindadir. Bol
miktarda kan ve lenf damarlari, sinir lifleri, diiz kas hiicreleri, difiiz lenfoid doku ve
mukozal bezler bu tabakada yer alir (Ross ve Pawlina, 2011; Mescher, 2013).
Ozellikle villuslarda olmak iizere lenfosit, eozinofil, mast hiicresi, plazma hiicresi,
makrofaj gibi ¢ok sayida immiin sistem hiicresi bulunur (Ross ve Pawlina, 2014).
Bagirsak villuslar1 i¢ine girerek beraberinde sinir, lenfatik ve mikrodolagim
yapilarini da villuslara tasir (Mescher, 2013). Sindirim triinleri buradaki kan ve lenf
damarlarma diflize olarak viicuda dagilir. Emilen metabolitlerin ¢ogunlugu kan
kapillerlerine gegerken, bazi lipidler ile proteinler lenfatik kapillerlere geger. (Ross
ve Pawlina, 2011). Villus igerisine giren lamina propriyanin merkezinde kor uglu

lenfatik kapiller olan lakteal bulunmaktadir (Ross ve Pawlina, 2014).

Lamina propriya icerisindeki lenfatik doku, liimenden mukozaya girebilecek
mikroplara ya da herhangi bir antijene karsi immiinolojik bariyer fonksiyonu gorerek
koruyucu islev saglar. Ileumda ¢ok sayida, biiyiik lenfatik nodiil bulunur ve Peyer
plaklar1 olarak adlandirilan bu yapilar mukozanm biiyiik bir kismi ile submukozay1

isgal edebilir (Ross ve Pawlina, 2011).
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4.1.1.3. Muskiilaris mukoza

Mukozanm en alt boliimiinii olusturan bu tabaka igte dairesel dista uzunlamasina
dizilimle organize olmus diiz kas hiicrelerinden olusur. Muskiilaris mukozadan villus
icine uzanarak lakteale eslik eden bu hiicrelerin kasilmasiyla ritmik villus hareketleri
olusur, emilim ve sekresyon kolaylastirilir (Ross ve Pawlina, 2011; Mescher, 2013).
Ayrica bu kasilma lenfi laktealden muskiilaris mukozay1 ¢evreleyen lenfatik damar
agima gegmeye zorlar (Ross ve Pawlina, 2014). Mukozadaki kas hiicrelerince
olusturulan bu lokal hareketler sindirim kanalinin peristaltik hareketlerinden

bagimsiz olarak gelisir (Ross ve Pawlina, 2011).
4.1.2. Submukoza

Mukozanin altinda yer alan bu tabaka, igerisinde yogun genis kandamarlari,
lenfatik damarlar ve sinir pleksusu tasiyan siki, diizensiz bag dokudan olusmustur.
Genis damarlar1 mukoza, muskiilaris eksterna ve serozaya dallar verir. Sindirim
kanalmin diiz kas tabakalarmi uyarmadan sorumlu enterik sinir sistemini olusturan
parasempatik gangliya sinir hiicre govdeleri ve onlarin postgangliyonik sinir fiberleri
submukozada bulunur (Ross ve Pawlina, 2011). Burada bulunan yayilmis,
birbirleriyle baglantili ndronlar submukozal (Meissner) sinir pleksuslarini olusturur

(Mescher, 2013).
4.1.3. Muskiilaris eksterna

Submukozadan sonra yer alan bu tabaka i¢ dairesel ve dis uzunlamasma kas
tabakas1 olmak tizere nispeten kalin iki diiz kas tabakasindan olusur (Mescher, 2013).
Bu iki kas tabakasi arasinda bulunan ince bag dokusu tabakasinda miyenterik
pleksusun (Auerbach pleksusu) sinirleri ile kan ve lenf damarlar1 bulunmaktadir
(Ross ve Pawlina, 2011; Mescher, 2013).

Muskiilaris eksterna tabakasinin i¢ dairesel tabakasinin kasilmasiyla liimen
daralir ve limendeki igerik karisir. Dis uzunlamasima kas tabakasmin kasilmasi ise

bagirsagin kisalmasini, igerigin ilerlemesini saglar (Ross ve Pawlina, 2011).
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4.1.4. Seroza

Bagirsagi en distan saran tabakadir. Mezotelyum adi verilen basit yassi epitel ile
altinda az miktarda bulunan bag dokudan meydana gelir. Genis kan damarlar1 ve
lenfatik damarlar ile sinir gévdeleri seroza boyunca seyreder. Bag doku kisminda yag

dokusu da gelisebilmektedir (Ross ve Pawlina, 2011).

4.2. Kolon Histolojisi

Kalin bagirsak ¢ekum, ¢ekumun uzantisi olan vermiform appendiks, ¢ikan,
transvers, inen ve sigmoid kolon ile rektum ve anal kanaldan olugsmaktadir (RoSS ve
Pawlina, 2014; Mescher, 2013). Kolon ileumda oldugu gibi sindirim kanali boyunca
goriilen karakteristik dort tabakayr da tasimaktadir (Resim 4). Farkli olarak
muskiilaris eksternanin dis longitudinal kas tabakasi esit mesafeli ii¢ kas bandi
seklinde goriiliir. Bu bantlara Tenya koli ad1 verilir. Kolonun dis ylizeyinde yer alan
tenya koliler arasinda kiiglik kesecikler goriiliir. Bu keselere ise Haustra koli adi
verilir. En dista serozada kiigiik yag uzantilar1 goriiliir. Bu uzantilar ise Omental
appendiksler olarak adlandirilirlar (Ross ve Pawlina, 2014).

Resim 4. Kolonun histolojik yapisi. Muk: Mukoza, SubM: Submukoza, ME: Muskiilaris eksterna, ST:
Sirkiiler kas tabakasi, UT: Uzunlamasina kas tabakasi, KD: Kan damari (Ross ve Pawlina, 2011).
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4.2.1. Mukoza

Ince bagirsaktan farkli olarak kolon mukozasinda plika sirkiilaris ve villus

yapilar1 goriilmez (Ross ve Pawlina, 2014) (Resim 5).
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Resim 5. Kolon mukozasmin histolojik yapist. Muk: Mukoza, IB: Intestinal bez, LP: Lamina
propriya, MM: Muskiilaris mukoza, SubM: Submukoza, A: Adipoz doku (Ross ve Pawlina, 2011).

4.2.1.1. Epitel

Lieberkiihn kriptalar1 olarak adlandirilan diiz-tiibiiler bagirsak bezleri mukozanin
tiim kalinhig1 boyunca gdzlemlenir. Intestinal yiizeyin invajinasyonuyla olusan bu
bezler yiizey epitelinde oldugu gibi tek katl silindirik epitel hiicrelerinden olusur.
Bezlerin liimenleri taban kismu haricinde dardir (Ross ve Pawlina, 2014) (Resim 6).
Hem bezler hem de intestinal liimen, emilim hiicreleri, goblet hiicreleri ve az sayida
enteroendokrin hiicreler ile sarilmistir (Mescher, 2013) (Resim 5). Ince bagirsakta
bulunan Paneth hiicrelerini igermez (Ross ve Pawlina, 2014). Epitelyal kok hiicreler
ise bezlerin alt {igte birlik kisminda yer alir (Mescher, 2013). Bu kisimda bulunan ara

hiicreler ince bagirsaktakilerle 6zdes hiicrelerdir (Ross ve Pawlina, 2014).

Mukozada yer alan silindirik emilim hiicreleri (kolonosit) morfolojik olarak ince
bagirsaktaki enterositlerle esdegerdir ve temel gorevi elektrolitlerle suyun geri
emilimini saglamaktir (Ross ve Pawlina, 2014). Hiicrelerin yiizeyinde diizensiz

mikrovilluslarin varhigr goriilir (Mescher, 2013). Emilim hiicreleri kolonun biiyiik
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bir boliimiinde goblet hiicrelerinden daha baskin olarak goriiliir. Emilim hiicrelerinin
kolonda da glikokaliks iirettigi ancak bu tabakanmn sindirim enzimleri icermedigi
bilinmektedir. Hiicreler arasindaki boslugun sivilarin aktif transportundan 6tiirti sik

olarak dilate oldugu goriiliir (Ross ve Pawlina, 2014).

Resim 6. Intestinal bez yapist. GLT: Goblet hiicresi, M: Mitotik figiir, LP: Lamina propriya, MM:
Muskiilaris mukoza (Ross ve Pawlina, 2011).

Kolondaki goblet hiicreleri miktarca ince bagirsaktakinden daha fazladir. Bu
hiicreler sindirim kanali boyunca ilerlerken daha da katilasan igerigin kolay atilmasi
igin siirekli bol miktarda mukus salgilar. Urettikleri mukus bagirsak yiizeyinin

kayganlastirilmasini saglar (Ross ve Pawlina, 2014).

Goblet hiicreleri bagirsak bezlerinin derinlerine hatta replikatif zona kadar
erisebilmektedir. Yiizeye ulasana kadar siirekli mukus salgilamaya devam eder.
Yiizeye ulastiklarinda artik sentez orani sekresyon oraninin altinda kaldig i¢in yiizey
epitelinde uzun, ince morfolojide, apikal sitoplazmast iginde ¢ok az sayida musinojen
graniilii iceren ‘tiikenmis’ goblet hiicreleri goriilmeye baglar. Bu hiicrelerden baska

kolon epitelinde “caveolated tuft cell” denilen nadir hiicreler de goriiliir. Ancak bu
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hiicrelerin titkkenmis goblet hiicrelerinin bir formu olabilecegi diigiiniilmektedir (R0ss

ve Pawlina, 2011).
4.2.1.2. Lamina propriya

Kolon lamina propriyasi ince bagirsakla ayni temel komponentleri igerip ilave
baz1 6zellikler sergiler. Bunlardan biri olan kollajen tabla yapis1 fenestrali absorbtif
vendz kapillerlerin bazal laminasi ile epitelin bazal laminasi arasinda uzanan,
kollajen ve proteoglikanlardan meydana gelmis kalin bir tabakadir. Epitelin
interseliiler alanindan vaskiiler alana su ve elektrolitin ge¢isinin diizenlenmesine

katilir (Ross ve Pawlina, 2014).

Bagirsak bezlerinin taban kismmin hemen altinda diizenli olarak replike olan
hiicrelerden olusan bir fibroblast populasyonu bulunur. Buna perikriptal fibroblast
kilif adi wverilir. Epiteldeki kok hiicrelere komsu olan bu hiicreler bolinmenin
ardindan epitel hiicreleriyle senkronize bir sekilde farklanip epitel hiicreleriyle
paralel olarak yukari dogru go¢ eder. Luminal ylizeye ulastiktan sonra bu hiicrelerin

biiyiik bir gogunlugu makrofajlarin 6zelliklerini kazanir (Ross ve Pawlina, 2014).

Kolondaki immiin sistem buradaki genis bakteriyal popiilasyona karsi oldukca
gelismistir (Mescher, 2013). Burada bulunan biiyiik lenf nodiilleri bagirsak bezlerinin
diizenli araliklarina girip submukozaya kadar uzanir. Bagirsagin luminal ylizeyine
uzanan lenfatik damarlar bulunmaz, sadece bagirsak bezlerinin taban kisminda
seyrek olarak bulunan kiiclik lenf damarlarinin varlig1 bilinmektedir. Bu damarlar da

muskiilaris mukozadaki lenfatik aga drene olur (Ross ve Pawlina, 2014).
4.2.1.3. Muskiilaris mukoza
4.2.2. Submukoza
Ince bagirsak submukozasi ile aym &zelliklere sahiptir.
4.2.3. Muskiilaris eksterna

Longitudinal kas tabakasi yukarida belirtildigi gibi tenya koli admi verdigimiz
kas bantlar1 seklinde kalinlasmistir. Tenya kolilerden uzanan kas demetleri kolon

boyunca diizensiz mesafelerle i¢ dairesel kas tabakasma girer. Bu sekilde olusan
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kesintiler kolon segmentlerinin bagimsiz olarak kasilmasini saglar ve kolon
duvarinda yukarida bahsedilen haustra koli denen kese seklindeki ¢ikintilarin

olugmasina neden olur (Ross ve Pawlina, 2011).
4.2.4. Seroza ve adventisya

Kalin bagirsak en dista diger yapilarla direkt temas halinde oldugu yerlerde
(posteriyor kismin biiyiik bir boliimiinde) adventisya ile diger yerlerde ise seroza ile

sarilidir (Ross ve Pawlina, 2014).
4.3. 5- Fluorourasil

Kemoterapik ilaclar, DNA-interaktif ajanlar, antitiibilin ajanlar, molekiiler
hedefli ajanlar, monoklonal antikorlar, hormonlar, antimetabolitler gibi etki
mekanizmalarina gore smiflandirilmaktadir  (Nussbaumer ve ark., 2011).
5-Fluorourasil (5-FU), 1957°de Heidelberger ve arkadaslar1 tarafindan antimetabolit
olarak sentezlenmis bir florinlenmis pirimidin ajanidir (Heidelberger ve ark., 1957).
Florin atomu pirimidin halkasmin karbon-5 pozisyonundaki hidrojen atomu ile yer
degistirmistir (Schoffski, 2004) (Sekil 1). Kanser tedavisinde kullanilan bu ajanm in

vivo olarak tretilen aktif formu bahsedilen tuiridin 5’- fosfat formudur.

5-fluorouracil

Sekil 1. 5- Fluorourasilin kimyasal yapisi1 (Nussbaumer ve ark., 2011).
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4.3.1. 5-FU kullanim ve yan etkileri

5-FU akciger, kolorektal, over, meme, bas/boyun, genitoiiriner, (DiFrancia ve
ark.), cilt, gastrik (Isanbor ve O’Hagan, 2006 ), pankreatik (Schoffski, 2004)
kanserlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir ajandir. Genellikle intravendz
bolus olarak ya da devamli inflizyonlar halinde uygulanmaktadir. Devamli
inflizyonlar halinde verilmesi daha verimli sonuglar vermekte ve daha az toksik etki
gostermektedir (Isanbor ve O’Hagan, 2006; Nussbaumer ve ark., 2011; Schoffski,
2004). Ancak kanser tedavisinde kullanilan 5-FU sadece tlimorlere karsi selektif
olmadig1 ve saglikli hiicreleri de etkileyebildigi i¢in ciddi yan etkilere yol
acabilmektedir (Isanbor ve O’Hagan, 2006; Nussbaumer ve ark., 2011).
Norotoksisite ve kardiyotoksisite sik¢a goriilen toksik etkileridir (Raschi ve ark.,
2010; Nussbaumer ve ark., 2011). Kemik iligi baskilanmasi, mukozit (Nussbaumer
ve ark., 2011) ve diyare, mide bulantisi, kusma gibi gastrointestinal rahatsizliklar ile
sa¢ dokiilmesi, dermatit temel yan etkileridir (Schoffski, 2004; Malet-Martino ve
Martino, 2002). Kemik iligi baskilanmasinin 6zellikle bolus doz uygulamalarinda; el-
ayak sendromu, stomatit, ndrotoksisite ve kardiyotoksisitenin ise 6zellikle devamli
inflizyon uygulamalarinda daha c¢ok goriildiigii bilinmektedir (Malet-Martino ve
Martino, 2002).

4.3.2. 5-FU metabolizmasi ve etki mekanizmasi

5-FU ve tiirevleri, 5,10-metilen tetrahidrofolati metil donorii olarak kullanarak
2'-deoksiiiridin-5" monofosfat1 (dUMP) 2’-deoksitimidin-5’-monofosfata (dTMP)
geviren bir enzim olan timidilat sentazin (TS) inhibitorii olarak is goriir. Timidilat
sentaz tarafindan bu doniisiimiin gergeklestirilmesi DNA sentezi ve tamiri i¢in temel
tag olan dTMP’nin tek de novo yoludur (Isanbor ve O’Hagan, 2006 ; Peter ve ark.,
2002). Enzimin aktif bolgesi isgal edilerek malin hiicre metabolizmasmin

durdurulmasi saglanir (Malet-Martino ve Martino, 2002).

Urasil hiicre icerisinde RNA ve DNA sentezinde gerekli pirimidinlerin onciilii
olarak kullanilmaktadir. 5-FU, urasilde oldugu gibi hiicre igerisine kolaylastirilmis
transport ile almir. Hiicre igerisine giren 5-FU, urasille ayn1 sekilde metabolize

olmak i¢in ya anabolik yola ya da katabolik yola girer. Anabolik yola giren 5-FU

17



aktif metabolitlerine doniiserek terapdtik etkilerini gosterecek forma doniisiir. Baskin
olan katabolik yola giren 5-FU ise inaktif metabolitlerine doniiserek elimine edilir.
[lag metabolizmasinda etkili olan bu iki yol birbirleriyle yaris halindedir (Schéffski,
2004). Hiicre igerisine alman 5-FU’nun %80’inden fazlasi katabolik yola girerken,
kalan kismi anabolik yola girerek terapdtik etkisini gosterir (Malet-Martino ve
Martino, 2002).

Anabolik yola giren 5-FU’nun doniistiigii tic ana metabolit ve islevleri asagidaki
gibidir:

1. 5-Floro-20-deoksiiiridin-50-monofosfat (FAUMP): DNA sentezindeki hiz
siirlayict basamagi katalizleyen enzim olan timidilat sentaz1 inhibe eder.

2. 5-Floroiiridin-50-trifosfat (FUTP): Uridin-5'-trifosfat (UTP)’in yerine
RNA’nin yapisina katilarak RNA isleyisinin ve fonksiyonun degismesine yol agar.

3. 5-Floro-20-deoksiiiridin-50-trifosfat (FAUTP) ya da Deoksiiiridin-50-
trifosfat (dUTP): DNA eslenmesini saglayan enzim olan DNA polimeraz igin
substrat gorevi goren deoksitimidin trifosfatin (dTTP) yerine DNA’nin yapisina
katilir (Schoffski, 2004).

Sitotoksisiteden sorumlu en Onemli mekanizma FAUMP’nin olusmasidir.
Normalde timidilat sentazin reseptor kismma dUMP’nin baglanmasi ile
konfigiirasyonel degisim olusur ve metil dondrii olan N-5,10-metilen-tetrahidrofolat
icin bitisik bir baglanma bolgesi agiga c¢ikar. Baglanan folatin bir karbon grubunun
iridin halkasma katilmasiyla dihidrofolat ve dTMP olusur; dTMP’nin
fosforillenmesiyle deoksitimidin-5'-difosfat (dTDP) ve dTTP meydana gelir. Olusan
bu dTTP DNA sentezi i¢in gerekli niikleotid bazlarindan birisidir. 5-FU ve
metabolize olmasiyla olusan FAUMP timidilat sentaza baglanarak iiclii kovalent bir
kompleks olusturur. FAUMP’nin 5. karbon pozisyonundaki florin atomu dUMP nin
ayni pozisyonundaki hidrojen atomundan daha sik1 bagl oldugu i¢in dUMP FdUMP-
TS kompleksi ile yarigamaz. Bdylece FAUMP dUMP’nin TS’ye baglanmasini
engeller ve metil grubu transferi ile dUMP’den dTMP olusmasmin Oniine geger.
Sonugta DNA replikasyonu ve tamiri i¢in gerekli olan dTTP miktar1 ve erisilebilirligi
azalir (Schoffski, 2004) . Bu durum programli hiicre 6liimii yolaklarmi tetikler

(Malet-Martino ve Martino, 2002).
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Sitotoksisiteden sorumlu ikincil ana mekanizma FUTP olusumudur. 5-FU’da
urasilin 5. karbon pozisyonunda hidrojen atomu yerine bulunan florin atomu
orijinaline yakin biylikliikte oldugu i¢in UTP’yi taklit edereck RNA polimeraz
tarafindan taninabilme 6zelligine sahiptir. Bu 6zellik 5-FU’nun tiim RNA tiplerinin
yapisina katilabilmesini saglar. Sitotoksik etkinin RNA’da olusan birgok
modifikasyonun neticesi oldugu disiiniilmektedir. Yukarida bahsedilen temel iki
mekanizma haricinde toksisiteden sorumlu ayr1 iki mekanizmanin daha var oldugu
anlagilmistir. 5-FU’nun DNA yapisina katilmasi bunlardan biridir. Anabolizma
sonucu olusan FUTP’lerin bazilar1 RNA yapisma katilmak yerine sekerlerle
birleserek 5-FU-niikleotid sekerlerini olusturabilir. Bu sekerlerin membran yapisina
katilmasi ile membran fonksiyonunun degismesi sonucu 5-FU’nun sitotoksik etki
gosterebildigi bir diger mekanizmanin varhigi da kabul edilmektedir (Malet-Martino
ve Martino, 2002). Bolus uygulamasinda RNA aracili hiicre 6limii tetiklenirken,
daha uzun stire diisiik doza maruz kalman uygulamalarda ise timidilat sentaza bagh
mekanizmalarla hiicre Sliimiiniin tetiklendigi rapor edilmektedir (Aschele ve ark.,
1992; Malet-Martino ve Martino, 2002; Sobrero ve ark., 1993).

Katabolik yolda temel olarak dihidro pirimidin dehidrojenaz (DPD) aktivitesi
sonucu 5-FU 5,6-dihidro-5-fluorourasile (5-FUH;)  indirgenir. Bu doniisiim
basamag1 anabolizma i¢in erisilebilir olan 5-FU miktarm etkiledigi i¢in 6nemlidir.
Daha sonra bu basamagi sirasiyla 5-FUH;’den o-floro-p-iireidopropiyonik asit
(FUPA) ve sonrasinda en biiyiik kataboliti olan a-floro-p-alanin olusumu takip eder.
Bu temel katabolitlerin yaninda farkli metabolitlerin de olustugu yapilan

caligmalarda gosterilmistir (Malet-Martino ve Martino, 2002).
4.4. Saint John’s Wort (Sar1 Kantaron)

Saint John’s wort (SJW) bitkisinin latince adi Hypericum perforatum’dur
(Bombardelli ve Morazzoni, 1995). Tirkiye’de sar1 kantaron, mayasil otu,
binbirdelik otu, kan otu, kili¢ otu isimleri ile bilinmektedir (Altun ve ark., 2013). Sari
cicekleri, oval-dogrusal yapraklar1 ile belirgin bitki Bati Asya, Kuzey Afrika,
Avrupa, Avustralya ve Amerika’da genis yayilim gosteren ¢ok yillik bir bitki tiirtidiir
(Greeson ve ark., 2001; Wills ve ark., 2000; Saddige ve ark., 2010). Bitkinin toprak

iistiinde kalan kismi kurutulup besin takviyesi olarak kullanilmaktadir (Greeson ve
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ark., 2001). Tibbi kullanim1 M.O. 5. yiizyila kadar dayanmaktadir. Bu bitkinin yagl
preparatlarinin ufak yaniklarin, yaralarm, deri iltihaplarinin tedavisinde sikca
kullanildig1 bilinmektedir (Greeson ve ark., 2001). Yatistirict ve kanamay1
durdurucu etkisinin yaninda geleneksel olarak asir1 heyecan, fibrozit, siyatik, ndralji,
anksiyete, depresyon, menapozal nevrozda kullanildig: bilinmektedir. En ¢ok bilinen
kullanim1 hafiften orta diizeye degisen depresif rahatsizliklarin tedavisidir ve bunun
icin kullanimiyla en ¢ok satilan bitkisel tiriinlerden birisi olmustur (Barnes ve ark.,
2001; Wills ve ark., 2000).

4.4.1. SJW’nin temel kimyasal bilesenleri

SJIW c¢ok sayida aktif biyolojik bilesen igermektedir. Bunlardan (1)
naftodiantronlar, (2) floroglusinoller, (3) flavonoidler, (4) proantosiyanidinler, (5)
fenilpropanlar, (6) biflavonlar SJTW igerisinde bulunan biiyiik dogal {iriin gruplaridir.
Ek olarak taninler, esansiyel yaglar, ksantonlar ve aminoasitler daha az miktarlarla
varlik gosterirler (Saddige ve ark., 2010). Bilesenlerin miktar1  varyasyon
gosterebilmektedir (Greeson ve ark., 2001).

Naftodiantronlardan hiperisin ve psoddohiperisin bitkinin ¢igek ve Yyaprak
kisimlarinda bulunmaktadir (Greeson ve ark., 2001; Saddige ve ark., 2010). Hiperisin
ve psOdohiperisinin birlikte olusturdugu total hiperisin miktar1 % 0,1 ve 0,15
civarindadir (Vanhaelen veVanhaelen-Fastre,, 1983). Bu icerikteki psddohiperisin

miktar1 hiperisin miktarinimn 2 ile 4 kat1 arasindadir (Saddige ve ark., 2010).

Spesifik olarak protein kinaz C’yi inhibe ederek memeli hiicrelerinde
antiproliferatif etki gosterir (Takahashi ve ark., 1989). Ayrica hiperisin CD8+T hiicre
yonetimli sitotoksisiteyi baskilayarak T hiicre yonetimli hastaliklarda tedavi ajani
olarak kullanim potansiyeli sergiler (Lavie ve ark., 2000). Hiperisinin fototoksik
ozellik gosterdigi de bilinmektedir (Schey ve ark.,2000; Vandenbogaerde ve ark.,
1998). Bu ozelliginden yararlanilarak bazi ¢aligmalarda fotodinamik kanser
tedavisinde 1518a duyarlilastirict ajan olarak kullanilmistir (Zhang ve ark., 2015,

Kleemann ve ark., 2014).

Floroglusinollerden hiperforin ve adhiperforin ¢icek ve tomurcuk kisminda

bulunmaktadir (Greeson ve ark., 2001). Hiperforin miktar1 %2 ile 4,5 arasinda iken
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adhiperforin miktart %2 ile 1,9 arasindadir (Barnes ve ark., 2001). Hiperforin
sinaptozomal araliktaki dopamin, serotonin ve ndradrenalin norotransmitterlerinin
geri alimini inhibe eder ya da degistirir (Saddige ve ark., 2010). Ayrica antitlimoral
(Beerhues, 2006) ve antimalaryal (Verotta ve ark., 2007) etkisi bulunmaktadir.

SIJW’deki biyolojik olarak aktif maddelerin temel grubunu olusturan
flavonoidlerden hiperosit, kuersetin, kuersitrin, izokuersitrin, kamferol, luteolin,
mirisetin, rutin, bitkinin sap, ¢igek, filiz ve yaprak kisimlarinin hepsinde
bulunmaktadir (Greeson ve ark., 2001). Bunlardan rutin %21,6, hiperosit %1,9,
izokuersitrin %0,9 miktarinda goriilmektedir (Barnes ve ark., 2001). Hiperosit, rutin,
kuersitrin ve izokuersitrin spazmolitik etkiye sahiptir. Biyolojik aminlerin
katabolizmasindan sorumlu enzim olan monoamin oksidaz A’y1r ve katekol-O-

metiltransferazi inhihibe eder (Saddige ve ark., 2010).

Taninler bilesenlerin %8-9’unu olusturur (Barnes ve ark., 2001). Tiim bilesenler
arasinda hiperforin ve hiperisin baslica biyoaktif bilesenleridir (Nahrstedt ve
Butterweck, 1997). Bunlarin disinda ksantonlar da énemli etkilere sahiptir (Saddiqe
ve ark., 2010).

4.4.2. SITW’nin cesitli etkileri

4.4.2.1. Antidepresan etkisi

Temel olarak hiperisinin antidepresan etkiden sorumlu oldugu diistiniilmektedir.
Hiperforin de antidepresan etkinin en biiyiik bilesenlerindendir (Chatterjee ve ark.,
1998; Laakman ve ark., 1998; Barnes ve ark., 2001; Cervo ve ark., 2002). Rutin de
antidepresan etkiye katilan temel bir bilesendir (Saddige ve ark., 2010).

SJW, noérotransmitter metabolizmasi inhibisyonu, ndrotransmitter reseptor
yogunlugu ve duyarhiliginin diizenlenmesi, sinaptik geri alim inhibisyonu yolu ile
serotonin, norepinefrin ve dopamin gibi  depresyonla iliskilendirilen
norotransmitterlerin sinaptik yararlanirliginin artmasini saglayarak antidepresan etki

gosterir (Greeson ve ark., 2001).
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4.4.2.2. Antiinflamatuvar etkisi

SJW bilesenleri antiinflamatuvar etkisini dis patolojik uyaranlara karst olusan

inflamatuvar cevabi engelleyerek gostermektedir (Fiebich ve ark., 1999).

SJW igerisinde yer alan amentoflavonun antiinflamatuvar etkiden sorumlu
bilesenlerden oldugu bilinmektedir (Saddige ve ark., 2010). Flavonoidlerden
kuersetin siklooksijenaz-1 (COX-1) ve siklooksijenaz-2 (COX-2) tarafindan
katalizlenen prostaglandin biyosentezini durdurarak antiinflamatuvar etki saglar

(Stojanovic ve ark., 2013).
4.4.2.3. Antimikrobiyal-Antiviral-Antibakteriyal etkisi

SJW bilesenlerinden hiperforinin Staphylococcus aureus (Brondz ve ark., 1982),
Streptococcus pyogenes ve Corynebacterium diphtheriae’ye (Schempp ve ark.,
1999) kars1 antibakteriyal etkisi gosterilmistir. Ancak bu bakterilere karsi yiiksek
dozlarda etkili olabilmektedir (Voss ve Verweij, 1999; Fiebich ve ark. 1999; Barnes
ve ark., 2001).

Hiperisinin HIV ve Hepatit-C’ye karsi antiviral etkileri bilinmektedir (Barnes ve
ark., 2001). Hepatit-B replikasyonunu ve viral antijenlerin sekresyonunu baskiladigi
goriilmiistiir (Pang ve ark., 2010). Hiperisin ve psoddohiperisin HIV viryonunun
entegrasyon kompleksleriyle etkileserek konak¢i DNA’sinin  yapisina Kkatilip

cogalmasimi engeller (Stojanovic ve ark., 2013).

SJW preparatlarinin (novoimanine ve imanine), yapilan in vivo ve in vitro
caligmalarda  Staphylococcus aureus enfeksiyonlarina karsi  siilfanilamid
antibiyotiklerden daha etkili oldugu saptanmistir. SJW yagi iceren merhemlerin
Streptococcus pyogenes, Streptococcus viridans, Micrococcus luteus ve Moraxella
catarrhalis’e karsi etkili oldugu ancak vajinal flora bakterisi olan Lactobacillus
acidophilus’un tiremesini etkilemedigi gorilmistiir. STW’nin Gram pozitif bakteriler
iizerine olan antimikrobiyal etkisinin Gram negatif bakteriler iizerine olan
antimikrobiyal etkisinden ¢ok daha belirgin oldugu bildirilmektedir (Saddige ve ark.,
2010). Helicobacter pylori’ye karsi da antimikrobiyal etki sergiledigi goriilmektedir
(Yesilada ve ark., 1999).
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Taninlerin antiviral (De Bruyne ve ark., 1999) ve antimikrobiyal (Scalbert,
1991) etki sagladiklar1 bilinmektedir. Hiperisin ve psddohiperisin de antiretroviral

etki gostermektedir (Meruelo ve ark., 1988).
4.4.2.4. Yara iyilestirici etkisi

SJW’nin yara iyilestirici etkisinden dolayr kullanimi yiizyillar 6ncesine
dayanmaktadir (Saddige ve ark., 2010). Bu etki SJW’nin fibroblast hiicrelerince
kollajen iiretimini arttrmasindan ve hasarli alan1 tamir i¢in fibroblast hiicrelerinin
aktive edilerek poligonal sekil almasin1 saglamasindan kaynaklanir (Oztiirk ve ark.,
2007).

SJW c¢igeklerinden elde edilen ekstraktin yanik yaralarmin iyilesmesi stiresini
geleneksel yontemlere gore daha fazla kisalttigi bildirilmektedir (Saddige ve ark.,
2010).

4.4.2.5. Diger etkileri

Belirtilen temel etkileri disinda giiniimiize kadar yapilmis pek c¢ok calismada
SJW’nin anksiyete (Taylor ve Kobak, 2000), bitkinlik (Stevinson ve ark., 1998),
bipolar bozukluk (Potter ve ark., 2009), insomnia (Sarris ve ark., 2011), egzama,
yanik (Butterweck, 2003), diyare (Saddige ve ark., 2010), agr1 (Galeiotti ve ark.,
2014; Bahmani ve ark., 2014; Raak ve ark., 2012) durumlarinda tedavi ajani olarak

kullanimi bildirilmektedir.

4.4.3. SJW’nin yan etkileri

SJW iyi tolere edilebilmektedir ve genellikle orta diizeyde yan etkiler goriiliir.
Bunlar gastrointestinal semptomlar, bag déonmesi, sersemlik, yorgunluk-sedasyondur.
Nadiren fotosensitivite goriilebilmektedir. Fotosensitivite etkisinden SJW bileseni
hiperisin sorumlu tutulmaktadir. Ayrica duyu sinirlerinde hipersensitivite ortaya
cikabildigi ve in vitro caligmalarda yiksek doz kullaniminda sperm motilitesini

durdurdugu rapor edilmistir (Barnes ve ark., 2001; Ondrizek ve ark., 1999).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Deney Hayvanlan

Bu ¢alismanm onayr Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Arastirma Etik Kurulu’ndan alindi (26.11.2014, 75.2014.mar). Deneylerde geng
erigkin Sprague-Dawley tiirii disi sicanlar kullanildi. Hayvanlar uygun kafeslerde 12
saat aydinlik 12 saat karanlik ortamda tutuldu ve standart sican yemi ile beslenip

icme suyu i¢irildi.
5.2. Deney Gruplan

Kontrol Grubu (n=5): Gruptaki tiim hayvanlar ayni laboratuvar kosullarinda

tutuldu ve hayvanlara sadece i.p. olarak serum fizyolojik verildi.

5-Fluorourasil Grubu (n=5): Gruptaki tim hayvanlara 4 giin boyunca 150
mg/kg 5-FU i.p. olarak uygulandu.

5-Fluorourasil+Saint John’s Wort Grubu (n=5): Gruptaki tiim hayvanlara 4
giin boyunca 150 mg/kg 5-FU’nun i.p. olarak uygulanmasmin ardindan igme suyu

icinde ¢ozdiirtilmiis 300 mg/kg SJW eter anestezisi altinda gastrik gavaj ile verildi.
5.3. Isik Mikroskopik Preparasyon ve Histolojik Skorlama

Servikal dislokasyonla o6ldiiriilen tiim gruplardaki hayvanlardan 1’er cm’lik
ileum ve kolon doku parcalar1 dekapitasyonun hemen ardindan 1sik mikroskopik
incelemeler i¢cin ndtral tamponla hazirlanmis %10’luk formalin i¢ine alinip 72 saat
fikse edildi. Fikse edilen doku ornekleri 4-5 mm yiiksekliginde doku pargalari
halinde transvers olarak kesilip kiiciiltiildiikten sonra yiikselen alkol serilerinden
(%70, %90, %96, %100) gegirilerek dehidrate edildi. 2 defa 5’er dakika ksilende
tutulup seffaflandirmanin ardindan bir gece boyunca parafin igerisinde 60°C’lik
etivde bekletildi. Daha sonra doku gomme cihazinda kasetlerle bloklandi.
Bloklardan alinan ortalama 4 pm kalinligindaki kesitler morfolojik degerlendirme ve
histopatolojik semikantitatif analizlerde kullanilmak tizere Hematoksilen ve eozin
(H&E), Gomori trikrom ve Periodic Asit Schiff (PAS) boyasi ile boyandi. Boyanan
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kesitler Olympus BX51 mikroskopu (Tokyo, Japonya) ile goriintiilendi ve Olympus
DP72 kamera (Tokyo, Japonya) ile fotograflandi. Epiteldeki histolojik hasar
skorlamast H&E boyali kesitlerde rastgele segilen benzer alan goriintileri 20X
objektifle goriintiilenerek yapildi. Histopatolojik skorlama Ghandour ve ark.

(2004)’nin ¢alismasindaki kriterler modifiye edilerek asagidaki gibi yapildi:

0: Diizenli epitel yapis1

1: Yiizey epitelinde hafif bozulma

2: Yiizey ve bez epiteli icerisinde hiicre kayb1 ve hasari

3: Mukozada vazokonjesyon, hemoraji, fokal nekroz, villus yapisinin yaridan
azinin kaybolmasi, intestinal bez kaybi

4: Villusun ve bez yapilarinin yaridan fazlasinin kaybolmasi.
5.4. Apoptoz Tayini
5.4.1. TUNEL yontemi ile apoptoz tayini

Apoptoz tayini i¢in in situ DNA ug isaretleme yontemi kullanildi. Yontemin
uygulanmasinda TUNEL Kkiti (ApopTag Plus, In Situ Apoptosis Detection Kit,
S7101, Millipore) igerisindeki kilavuzda yazili olan islemler gergeklestirildi. Isik
mikroskopik ¢aligsmalar i¢in kullanilan bloklardan alinan 4 um kalinligindaki doku
kesitleri, sirasiyla 3 defa 5’er dk ksilen, 2 defa 5’er dk %100 alkol, 3 dk % 95 alkol,
3 dk % 70 alkol’de bekletildi ve 5 dk fosfat tamponlu tuz (PBS) ile ¢alkalandi. Peptid
baglarinin kirilmasi i¢in kesitler Proteinaz K (20 pg/ml) ile oda 1sisinda 15 dk inkiibe
edildi. 2 kere 2’ser dk distile su ile ¢alkalandi. Ardindan endojen peroksidazin
maskelenmesi i¢in kesitler PBS ile hazirlanmis %3’liik H,O, ile 5 dk oda 1sisinda
bekletildi. PBS ile 2 defa 2’ser dk yikandi. Lamlardaki fazla sivi kurulanarak
kesitlerin {izerine 15 pl dengeleyici tampon konulup, plastik lameller ile kapatildi. 30
dk oda 1sisinda bekletilip iizerlerindeki plastik lameller kaldirilarak dokunun etrafi
kurulandi. Lamlarm her birinin {izerine 15 pl Tdt enzimi konuldu ve tekrar plastik
lameller ile kapatildi. Nemli ortamda 37 °C sicakliktaki etiivde 1 saat inkiibe edildi.
Plastik lameller kaldirilarak kesitler durdurma/yikama tamponu ile 10 dk oda 1s1sinda
bekletildi. PBS ile 3 defa 5’er dk yikandi. Her kesit iizerine 13 pl Anti-Digoksigenin-

Peroksidaz konuldu ve iizerlerine plastik lameller kapatilarak oda 1sisinda 30 dk
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inkiibe edildi. PBS ile 3 defa 5’er dk yikandi. Kesitlerin ¢evresi kurulandiktan sonra
her kesit iizerine 15 pl DAB (diaminobenzidin) substrat solusyonu damlatildi.
Boyanma i¢in oda 1sisinda ortalama 5 dk bekletildi. Renk reaksiyonu olusmasi
gozlemlendikten sonra kesitler distile su ile yikandi. Mayer Hematoksilen
kullanilarak kesitlerin zit boyamas: yapildi. 2 defa 2’ser dk %96 alkolde

bekletildikten sonra kurutulup entellan ile kapatildi.

Boyali kesitlerin her birinde farkli gruplara ait her bir sigan icin 20X objektifle
goriintiilenen 5 farkli kesit alaninda bulunan intestinal bezler incelenerek 450-700
arast sayida bez epiteli hiicreleri ve bezlerdeki kahverengi boyali TUNEL pozitif
hiicreler sayildi. Aymi gruba ait farkli hayvanlarin deger ortalamalar1 grup skoru
olarak kaydedildi. TUNEL pozitif bez epiteli hiicre sayisinin toplam bez epiteli hiicre
sayisina oranlanmasiyla ((TUNEL pozitif hiicre sayis1) / (Toplam bez epiteli hiicre

sayis1) X 100) apoptotik indeks hesaplandi.

5.4.2. Western Blot yontemi ile Bcl-2/Bax oram, kaspaz-3 ve kaspaz 9

aktivitelerinin tayinleri
5.4.2.1. Doku homojenizasyonu ve protein miktari analizi

Bcl-2/Bax orani, kaspaz-3 ve kaspaz 9 aktivitesi tayin edildi. -80°C’de muhafaza
edilen dokularin molekiiler analizleri i¢cin homojenatlarin hazirlanmasinda proteaz
inhibit6ri (0,2 mM fenil metil siilfonil kloriir, 1 uM pepsitatin, 1 pg/ml [6peptin, ve
10 ug/ml soybean tripsin), %10 gliserol, 50 mM NaCl, 2 mM DTT, 1 mM EGTA ve
1 mM etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) igeren pH 7.4'lik 20 mM Tris
(Trishidroksimetilaminometan) tamponu kullanildi. Dokular 50 ml’lik falkonlara
alinarak gramajlarmma (1:2 w/v) gore eklenen homojenizasyon tamponu ig¢inde 90

saniye ultraturrax homojenizatorle buz iistiinde homojenize edildi.

Homojenatlar 2000 g'de 10 dk santriftij edildikten sonra siipernatant kisim
12.000xg’de 60 dk tekrar santrifiij edildi. Ikinci santrifiij sonrasi olusan
mitodondriyal pellet 500 pl'lik homojenizasyon tamponuyla yikandiktan sonra
120.000xg'de 1 s santrifiij edildi. Peletler 50 mM Tris-HCL (p.H: 7.4), %5 gliserol, 1
mM EDTA, 5 mM DTT, proteaz inhibitorleri ve %0,05 Triton X-100 tamponuyla
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1,5 s vorteks yapilarak inkiibasyonu saglanan fraksiyonlar mitokondriyal ekstrakt

olarak kullanildi. Tiim bu islemler +4 °C'de yapildu.

Mitokondriyal ekstraktlardaki protein miktarlar1 Lowry yontemi ile belirlendi
(Lowry ve ark., 1951).

5.4.2.2. SDS-PAGE ve Western Blot

Lowry yontemi ile protein miktar1 analiz edilen doku 6rnekleri 100 pg protein

icerecek sekilde 4X 6rnek tamponu ile karistirilip 6 dk denature edildi.

Ornekler, %12’lik poliakrilamid igeren jel ile elektroforez diizenegine
yiiklenerek 120 dakika yiiriitiildii. Jelden nitroseliiloz membrana aktarim 125 mA’de
90 dk siire ile gergeklestirildi. Membranlar TBS-T (TBS %0.05 lik Tween 20) ve
%3’liik BSA (s1gir serum albiimini) igeren tamponla 14 s boyunca +4°C’de inkiibe
edildi. Bloklamanin ertesi giinii membranlar farkli konsantrasyonlarda apoptoz [Bcl
2 (1: 200), Bax (1: 200), caspase 3 (1: 100), veya caspase 9 (1: 100)] proteinlerinin
poliklonal antikorlar1 ile gece boyu inkiibe edildi.

Biitin membranlar muamele edildikleri antikor disinda normalizasyon
analizlerinin yapilabilmesi i¢in bir sonraki giin B aktin antikoru (1: 200) ile gece
boyu +4 °C’de inkiibe edildi. Her inkiibasyonun adindan membranlar 3x15 dk TBS-T
( %0,05 Tween- 20 igeren TBS) tamponla yikandiktan sonra alkalen fosfataz eslenik
tavsan monoklonal anti kegi IgG igeren ikincil antikor ile 1 saat inkiibe edildi. ikincil
antikor inkiibasyonundan sonra membranlar yine 3X15 dk TBS-T ile yikandi ve
NBT/BCIP renk gelistirici soliisyonu kullanilarak membran iizerinde olusan 6zgiin

bantlar gézlendi.
5.5. PCNA Immiinohistokimyasi ile Proliferasyon Tayini

PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) calismasi i¢in 151tk mikroskopik
incelemelerde kullanilan ve %10 nétral tamponlu formalin igerisinde fikse edilmis
olan doku bloklarindan alinan 4 pm kalinligindaki parafin kesitler kullanildi. Pozitif
sarjli lamlara alman parafin kesitler 1 gece boyunca 37 °C’lik etiivde bekletildikten

sonra, parafinin uzaklastirilmasi amaciyla 3 defa 5’er dk ksilende tutuldu. %96
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alkolde 2 kere 10’ar dk bekletildikten sonra endojen enzim blokajin1 saglamak i¢in
metanol ile hazirlanmis %3 hidrojen peroksitte 20 dakika bekletildi. Musluk suyunun
ardindan distile suda yikanip antijen geri kazamimi i¢in 1sitilmis sitrat tampon
icerisinde 20 dakika 300 W mikrodalgaya maruz birakildi. Oda sisinda 20 dakika
sogutulduktan sonra kesitler 2 defa 5’er dk PBS ile yikandi. Bloklama soliisyonunda
(invitrogen PCNA staining kit cat. N0.93-1143) 10 dakika bekletildi. Fare anti-
PCNA biotinlenmis sekonder antikorla (kullanima hazir, invitrogen PCNA staining
Kit cat. n0.93-1143) 1 saat oda 1sisinda, nemli ortamda bekletildi. Kesitler 3 kere
2’ser dakika PBS’te yikandiktan sonra 10 dakika streptoavidin peroksidazla
(kullanima hazir, invitrogen) bekletildi. Tekrar 3 defa 2’ser dakika PBS ile
yikandiktan sonra, DAB kromojeniyle 5 dakika bekletilip renk reaksiyonu
mikroskopta gozlendi. Distile suda yikanan kesitlere Mayer Hematoksilen
kullanilarak zit boyama yapildi. Musluk suyu ve distile su ile ytkamanin ardindan 2
defa 2’ser dakika %96 alkolde bekletilen kesitler kurutulup entellan ile kapatild.
Boyali kesitlerin her birinde farkli gruplara ait her bir sican i¢in 20X objektifle
goriintiilenen 5 farkli kesit alaninda bulunan intestinal bezler incelenerek 450-700
arasi sayida bez epiteli hiicreleri ve kahverengi boyali PCNA pozitif hiicreler sayildi.
Ayni1 gruba ait farkli hayvanlarin deger ortalamalar1 grup skoru olarak kaydedildi.
PCNA pozitif bez epiteli hiicre sayisinin toplam bez epiteli hiicre sayisina
oranlanmasiyla ((PCNA pozitif hiicre sayis1) / (Toplam bez epiteli hiicre sayis1) X
100) proliferasyon indeksi hesaplandi.

5.6. Yar ince Kesitlerin Hazirlanmasi

Dekapitasyonun hemen sonrasinda bekletilmeden alinan ileum ve kolon
dokularindan 3 mm® ebatlarinda pargalar almip %2,5’luk 0,1 M PBS tamponlu (pH
7.2) glutaraldehit fiksatifi igerisinde 12 saat +4 °C’de fikse edildi. 1 saat PBS’te
bekleyen dokulara %1’lik osmiyum tetroksitle 1 saat ikincil fiksasyon uygulandi.
Yiikselen alkol serilerinden (%70, %90, %96, %100) gegirilerek dehidrate edilen
dokular once 2 defa 15°er dk saf propilende daha sonra 1 gece boyunca 1/1
oranindaki propilen epon karisiminda bekletildi. Ardindan 3 saat saf eponda

bekletilen dokular kaliplar igerisinde epona gémiiliip polimerizasyon i¢in 60 °C’deki
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etivde 1 gece boyunca bekletildi. Ultramikrotomda (Leica Ultracut R) alinan

yaklasik 1 pm kalinligindaki yar1 ince kesitler toluidin mavisi ile boyandi.
5.7. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz yapmak i¢in Graph-Pad Prism 6.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA) programi kullanild1. Istatistiksel analizler icin One-Way ANOVA
yontemi ve Tukey testi kullanildi. p<0,05 anlamli (6nemli) olarak kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Hayvan Agirhklarindaki Degisim Bulgular

Deney gruplarindaki hayvanlarin agirliklarindaki azalma kontrol grubunda
1,5+1,2 gr iken 5-FU grubunda 43+6,7, 5-FU+SJW grubunda 40+3,2 gr bulundu.
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda hem 5-FU grubunda hem de 5-FU+SJW grubunda
hayvan agirliklarinda anlamli bir azalma (p<0,001) goriildi (Sekil 2).
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Sekil 2. Gruplar arasinda istatistiksel analiz yapilmis hayvan agirligi degisimi grafigi. ***: p<0,001
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda.

6.2. Morfolojik Bulgular
6.2.1. Hematoksilen ve eozin boyamasi
6.2.1.1. ileum bulgular

Istk mikroskobik incelemelerde kontrol grubuna ait ileum dokularmnm normal
morfolojik yap1 sergiledigi goriildii. Diizenli epitel ve intestinal bez yapilar ile
mukozanin devaminda diizgiin goriinimde submukoza, muskiilaris eksterna ve
seroza gozlendi (Resim 7a). 5-FU grubunda epitel tabakasinda ileri diizeyde
dokiilme, intestinal bezlerde hasar, bag doku igerisinde artmis 16kosit infiltrasyonu
izlendi (Resim 7b). 5-FU+SJW grubunda epitelde iyilesme, bezler igerisinde

epitelizasyon ve bag dokuda 16kosit varligi gézlendi (Resim 7c).
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Resim 7a. Kontrol grubu, diizgiin epitel (ok) ve bezler (ok baglari). H&E boyast.

Resim 7b. 5-FU grubu, ileri derecede epitel dokiilmeleri (oklar) ve bezlerde hasar (ok baglari) artmus
16kosit kiimeleri (kiigiik resim *). H&E boyasi.
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Resim 7c¢. 5-FU+SJW grubu, epitelde diizelme (oklar), bezlerde epitelizasyon (ok baslari), lamina
propriyada 1okositler (kiigiik resim *). H&E boyast.

6.2.1.2. Kolon bulgulan

Kontrol grubuna ait kolon dokularnmn diizenli yiizey epiteli ve intestinal bez
yapilar1 ile normal morfolojik yap1 sergiledigi 1s1k mikroskobik incelemelerde
goriildii (Resim 8a). 5-FU grubunda yiizey epitelinde bozulmayla beraber seyrek
olarak goriilen hiicre dokiilmeleri, bez epitelinde yiizey epiteline gore ileri derecede
dokiilme, konjesyon ve bag dokuda l6kositler goriildii (Resim 8b). 5-FU+SJW
grubunda hem yiizey hem de bez epitelinde rejenerasyonla birlikte seyreden hafif

konjesyon izlendi (Resim 8c).
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Resim 8a. Kontrol grubu, diizgiin yiizeyel epitel (oklar) ve bez epiteli (*). H&E boyasi.

, bez epitelinde ileri derecede

epitelde bozulma ve seyrek dokiilme (oklar)

konjesyon (ok bagi) ve 16kositler (kalin ok). H&E boyast.

>

Resim 8b. 5-FU grubu

dokiilme (*)

>
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Resim 8c. 5-FU+SJW grubu, hem yiizey (oklar) hem de bez (*) epitelinde rejenerasyon, hafif
konjesyon (ok baslar1). H&E boyasi.

6.2.1.3. Histopatolojik degerlendirme bulgulari

Ileum dokusuna ait histopatolojik degerlendirme sonuglar1 Sekil 3’te
gosterilmistir. Histopatolojik skor degerleri kontrol grubu i¢in 0,075+0,15, 5-FU
grubu i¢in 3,32+0,53, 5-FU+SJW grubu i¢in 2,67+0,12 bulundu. 5-FU grubundaki
hasar kontrol grubu ile kiyaslandiginda sonuglar anlamli diizeyde yiiksek bulundu
(p<0,001). 5-FU+SJW grubu kontrol grubuyla kiyaslandiginda hasarin bu grupta da
anlamli diizeyde yiiksek oldugu (p<0,001) ancak 5-FU grubuyla kiyaslandiginda
anlamli bir diistis goriildiigi tespit edildi (p<0,05).

Kolon dokusuna ait histopatolojik degerlendirme sonuglar1 Sekil 4’te verilmistir.
Histopatolojik skor degerleri kontrol grubu icin 0,075+0,15, 5-FU grubu i¢in
2,80+0,04, 5-FU+SJW grubu i¢in 0,95+0,19 bulundu. 5-FU grubundaki hasar kontrol
grubu ile kiyaslandiginda sonuglar oldukg¢a anlamli bulundu (p<0,001). 5-FU+SJW
grubu kontrol grubuyla kiyaslandiginda hasarmn bu grupta da anlamli diizeyde yiiksek
oldugu (p<0,001) ancak 5-FU grubuyla kiyaslandiginda hasarda anlamli bir disis
(p<0,001) var oldugu goriildii.
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Sekil 3. Gruplar arasinda istatistiksel analiz yapilmis ileum dokusu histopatolojik skor grafigi.
+: p<0,05 5-FU grubu ile kiyaslandiginda. ***: p<0,001 Kontrol grubu ile kiyaslandiginda.

3. *k*k

Histopatolojik Skor

Deney Gruplari

Sekil 4. Gruplar arasinda istatistiksel analiz yapilmis kolon dokusu histopatolojik skor grafigi.
+++: p<0,001 5-FU grubu ile kiyaslandiginda. ***: p<0,001 Kontrol grubu ile kiyaslandiginda.
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6.2.2. Gomori trikrom boyamasi
6.2.2.1. fleum bulgulan

Kontrol grubunda normal morfolojide yiizey epiteli ve bez epiteli gozlendi
(Resim 9a). 5-FU grubunda hem yiizey hem de bez epitelinde ileri derecede dokiilme
ile bag dokuda fibrozis gozlendi (Resim 9b). 5-FU+SJW grubunda hem yiizey hem
de bez epitelinde rejenerasyon, bag dokudaki fibroziste gerileme gozlendi (Resim
9¢).

Resim 9a. Kontrol grubu, diizgiin yiizey epiteli (oklar) ve bez epiteli (ok baglari). Gomori trikrom
boyast.
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Resim 9b. 5-FU grubu, ileri derecede dokiilmiis yiizeyel epitel (oklar) ve bez epiteli (ok baslar1), bag
dokuda fibrozis (*). Gomori trikrom boyasi.

Resim 9c. 5-FU+SJW grubu, rejenere olan yiizey epiteli (oklar) ve bez epiteli (ok baslari), gerileyen
fibrozis (*). Gomori trikrom boyast.
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6.2.2.2. Kolon bulgulan

Kontrol grubunda ¢ok sayida goblet hiicreleriyle belirgin normal morfolojide
yiizey ve bez epiteli goriildi (Resim 10a). 5-FU grubunda epitelde ve belirgin olarak
goblet hiicrelerinde dejenerasyon, bag dokuda ileri diizeyde fibrozis goriildii (Resim
10b). 5-FU+SJW grubunda yiizey epitelinde rejenerasyon, bag dokudaki fibrozisde

gerileme goriildii (Resim 10c).

Resim 10a. Kontrol grubu, diizgiin epitel (ok baglari) ve goblet hiicreleri (oklar). Gomori trikrom
boyast.
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Resim 10b. 5-FU grubu, bag dokuda ileri derecede fibrozis (**), bozulmus goblet hiicreleri (oklar) ve
epitel (ok bast). Gomori trikrom boyasi.

Resim 10c. 5-FU+SJW grubu, rejenere olan yiizey epiteli (ok baglar) ve goblet hiicreleri (oklar),
gerileyen fibrozis (**). Gomori trikrom boyast.
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6.2.3. Pas boyamasi
6.2.3.1. fleum bulgulan

Kontrol grubunda gii¢lii PAS boyanma sergileyen normal morfolojide goblet
hiicreleriyle belirgin epitel gozlendi (Resim 11a). 5-FU grubunda PAS boyanmada
azalma ile belirgin bozulmus goblet hiicre morfolojisi sergileyen hasarli epitel yapisi
gozlendi (Resim 11b). 5-FU+SJW grubunda belirgin PAS boyanma sergileyen goblet

hiicreleri iceren bez epiteli goriildii ( Resim 11c).

Resim 11a. Kontrol grubu, diizgiin boyanan intestinal bez ve yiizey epiteli (oklar). PAS boyasi.
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Resim 11b. 5-FU grubu, bozulmus intestinal bez epiteli hiicrelerinde azalmig PAS boyanma (oklar).

PAS boyasi.

Resim 11c. 5-FU+SJW grubu, PAS boyanma gosteren intestinal bez epiteli (oklar), diizelen yiizey

epiteli (ok bast). PAS boyast.
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6.2.3.2. Kolon bulgular

Kontrol grubunda belirgin PAS boyanma gosteren goblet hiicreleri igeren normal
morfolojide bez epiteli gozlendi (Resim 12a). 5-FU grubunda bezlerde goblet
hiicrelerinin morfolojilerinin ileri derecede bozulmus oldugu ve PAS boyanmada
azalma oldugu gozlendi (Resim 12b). 5-FU+SJW grubunda PAS boyanmada artis ile

belirgin goblet hiicre morfolojisi gdzlendi (Resim 12c).

Resim 12a. Kontrol grubu, PAS boyanma gosteren intestinal bez goblet hiicreleri (oklar) ve diizgiin
morfolojide yiizey epiteli (0K basi). PAS boyasi.
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ileri derecede bozulmus ve PAS boyanmasi azalmig intestinal bez goblet

FU grubu,

Resim 12b. 5

hiicreleri (oklar) ile bozulmus yiizey epiteli (ok basi). PAS boyasi.

intestinal bezlerde PAS boyanma gosteren goblet hiicreleri (oklar).

Resim 12c. 5-FU+SJW grubu

PAS boyasi.
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6.2.4. Yani-ince kesitler
6.2.4.1. fleum bulgulan

Kontrol grubunda diizgiin morfolojide intestinal bez epiteli hiicreleri gézlendi
(Resim 13a). 5-FU grubunda intestinal bez epiteli hiicrelerinde ileri derecede
bozulma gozlendi (Resim 13b). 5-FU+SJW grubunda intestinal bez epiteli

hiicrelerinde rejenerasyon gézlendi (Resim 13c).

Resim 13a. Kontrol grubu, diizgiin intestinal bez epiteli hiicreleri (oklar). Toluidin mavisi boyasi.
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Resim 13b. 5-FU grubu, ileri derecede bozulmus intestinal bez epiteli hiicreleri (oklar). Toluidin
mavisi boyast.

Resim 13c. 5-FU+SJW grubu, rejenere olmaya baglayan bez epiteli hiicrelerinde mitotik figiirler
(oklar). Toluidin mavisi boyasi.
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6.2.4.2. Kolon bulgulan

Kontrol grubunda ¢ogalma sergileyen diizgiin intestinal bez epiteli hiicreleri ve
normal morfolojide goblet hiicreleri goriildii (Resim 14a). 5-FU grubunda intestinal
bez epiteli hiicrelerinde dokiilme ve konjesyon gozlendi (Resim 14b). 5-FU+SJW
grubunda intestinal bez epiteli hiicrelerinde iyilesme ve gogalma gozlendi (Resim
14c).

Resim 14a. Kontrol grubu, proliferasyon gosteren diizgiin intestinal bez epiteli hiicreleri (oklar) ve
goblet hiicreleri (0K baslari). Toluidin mavisi boyast.
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Resim 14b. 5-FU grubu, dokiilmiis intestinal bez epiteli hiicreleri (ok baglar1), konjesyon (*).
Toluidin mavisi boyast.

Resim 14c. 5-FU+SJW grubu, diizelmeye baslayan (ok baslar) ve proliferasyon gosteren (oklar)
intestinal bez epiteli hiicreleri. Toluidin mavisi boyast.
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6.3. Apoptoz Bulgulari
6.3.1. TUNEL yontemi bulgularn
6.3.1.1. fleum bulgular

Tiroid dokusuna ait pozitif kontrol Orneginde TUNEL pozitif hiicreler
kahverengi boyal1 olarak goriildii (Resim 15). Kontrol grubu ve 5-FU+SJW grubuna
ait ileum dokularinda bulunan ylizey ve bez epitellerinde ¢ok az sayida TUNEL
pozitif igaretli hiicreye rastlanirken, 5-FU+SJW grubuna ait bag dokuda daha fazla
sayida TUNEL pozitif isaretli hiicre oldugu goriildii (Resim 15a ve 15c). 5-FU
grubunda bulunan TUNEL pozitif isaretli hiicre sayisinda hem yiizey hem de bez
epitelinde 6nemli diizeyde artis gézlendi (Resim 15b).

Apoptotik indeks kontrol grubunda 0,53+0,04, 5-FU grubunda 12,6042,
5-FU+SJW grubunda 0,83+0,03 bulundu. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 5-FU
grubu i¢in degerlerin ¢ok yiiksek diizeyde oldugu (p<0,001) goriildi. 5-FU+SJW
grubu 5-FU grubu ile kiyaslandiginda ise degerlerin 6nemli diizeyde (p<0,001)
diisiik oldugu goriildii (Sekil 5).

Resim 15. Tiroid dokusuna ait pozitif kontrol 6rneginde TUNEL pozitif boyanma (oklar). TUNEL
yontemi.
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Resim 15a. Kontrol grubu, TUNEL pozitif isaretli hiicre (kiigiik resim, ok). TUNEL y6ntemi.

Resim 15b. 5-FU grubu, TUNEL pozitif hiicreler (oklar). TUNEL y6ntemi.
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Sekil 5. Gruplar arasinda istatistiksel analiz yapilmis ileum dokusu intestinal bez epiteli apoptotik

001 5-FU grubu ile

p<0,001 Kontrol grubu ile kiyaslandiginda. +++: p<O

gi. we;

indeks grafi
kiyaslandiginda.
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6.3.1.2. Kolon bulgularn

Kontrol grubu ve 5-FU+SJW grubuna ait kolon dokularinda bulunan yiizey ve
bez epitellerinde ¢ok az sayida TUNEL pozitif isaretli hiicreye rastlanirken (Resim
16a vel6c), 5-FU grubunda bulunan TUNEL pozitif isaretli hiicre sayisinda énemli
diizeyde artis gozlendi (Resim 16b).

Apoptotik indeks kontrol grubu i¢in 0,53 £+ 0,09, 5-FU grubu i¢in 13,86 + 4,5,
5-FU+SJW grubu i¢in 0,89 + 0,3 bulundu. 5-FU grubu kontrol grubu ile
kiyaslandiginda degerlerin anlamli diizeyde yiiksek (p<0,01) oldugu, 5-FU+SJW
grubu 5-FU grubu ile kiyaslandiginda ise degerlerin anlamli diizeyde (p<0,01) diisiik
oldugu goriildii (Sekil 6).

Resim 16a. Kontrol grubu, TUNEL pozitif boyali hiicre (ok). TUNEL yo6ntemi.
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-FU grubu, TUNEL pozitif boyali hiicreler (ok baslar1). TUNEL yontemi.

Resim 16b. 5
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Resim 16¢. 5-FU+SJW grubu, azalmis sayida TUNEL pozitif boyanan hiicreler (oklar). TUNEL

yontemi.
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Sekil 6. Gruplar arasinda istatistiksel analiz yapilmis kolon dokusu intestinal bez epiteli apoptotik
indeks grafigi. **: p<0,01 Kontrol grubu ile kiyaslandiginda. ++: p<0,01 5-FU grubu ile
kiyaslandiginda.

6.3.2. Western Blot yontemi bulgular
6.3.2.1. fleum bulgulan

5-FU grubu kontrol ile kiyaslandiginda apoptoz aktivasyonunu gosteren bax,
kaspaz 9, kaspaz 3 proteinlerinin membranda daha kalin bant goriintiisii verdigi
(Resim 17), istatistiki olarak 6nemli (p<0,001 ) bulunan bu kaspaz 3 ve kaspaz 9
miktar farkinin antiapoptotik belirte¢ olarak kabul edebilecegimiz bcl-2/bax oraninin
diismiis degerlerine eslik ettigi gortlda (Sekil 7). 5-FU+SJW grubu 5-FU grubu ile
kiyaslandiginda apoptoz aktivasyonunu gosteren bax, kaspaz 9, kaspaz 3
proteinlerinin membranda belirgin olarak azalmis ekspresyona isaret eden daha ince
bant goriintiisii, antiapoptotik bcl-2’nin ise artmig ekspresyona isaret eden daha kalin
bant goriintiisii verdigi goriildii (Resim 17). Istatistiki olarak énemli (p<0,001 )
bulunan bu kaspaz 3 ve kaspaz 9 ekspresyon diisiisiiniin antiapoptotik belirte¢ olarak
kabul edebilecegimiz 6nemli diizeyde artmig (p<0,001 ) bcl-2/bax oranina eslik ettigi
goriildii (Sekil 7). Ayrica 5-FU+SJW grubunun kontrole gore kaspaz 3 ve kaspaz 9
ekspresyonunun diismesi ve bcl-2/bax oranmnin artmasi énemli bulundu (p<0,001 )
(Sekil 7).
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Resim 17. fleum dokusuna ait membran gériintiisii. Western Blot yontemi.

Analiz sonuglarinda ileum dokusu bcl-2/bax aktivitesi degerleri kontrol grubu
icin 1, 5-FU grubu i¢in 0,678 + 0,01, 5-FU+SJW grubu i¢in 1,453 + 0,01 bulundu.
Kaspaz-3 aktivitesi degerleri kontrol grubu i¢in 1, 5-FU grubu i¢in 1,223 + 0,01, 5-
FU+SJW grubu i¢in 0,669 = 0,02 bulundu. Kaspaz-9 aktivitesi degerleri kontrol
grubu i¢in 1, 5-FU grubu i¢in 1,227 + 0,01, 5-FU+SJW grubu i¢in 0,769 £+ 0,01

bulundu.
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Sekil 7. Sicanlarda yapilan 5-florourasil (5-FU) ile olusturulan kolit ve ileit modelinde, ileum
dokusunda tiim gruplara ait bel-2/bax orani ile kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktiviteleri. STW; Saint John’s
wort, K; Kontrol ve 5-FU; 5-Fluorourasil. *** p<0,001 Kontrol grubuna gére, ** p<0,001 5-FU
grubuna gore karsilagtirmalar.
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6.3.2.2. Kolon bulgulan

5-FU grubu kontrol ile kiyaslandiginda apoptoz aktivasyonunu gosteren bax,
kaspaz 9, kaspaz 3 proteinlerinin membranda daha belirgin bant goriintiisii verdigi
(Resim 18), istatistiki olarak 6nemli (p<0,001 ) bulunan bu kaspaz 3 ve kaspaz 9
miktar farkinin antiapoptotik belirte¢ olarak kabul edebilecegimiz bcl-2/bax oranmin
diismiis degerlerine eslik ettigi gortlda (Sekil 8). 5-FU+SJW grubu 5-FU grubu ile
kiyaslandiginda istatistiki olarak 6nemli (p<<0,001 ) bulunan kaspaz 3 ve kaspaz 9
ekspresyon diisiisiiniin antiapoptotik belirte¢ olarak kabul edebilecegimiz 6nemli
diizeyde (p<0,001 ) artmus bcl-2/bax oranina eslik ettigi goriildii (Sekil 8). Ayrica
5-FU+SJW grubunun kontrole gore kaspaz 3 ve kaspaz 9 ekspresyonundaki diisiis ve
bcl-2/bax oranindaki artis 6nemli (p<0,001 ) ¢ikt1 (Sekil 8).

Analiz sonuglarinda kolon dokusu bcl-2/bax aktivitesi degerleri kontrol grubu
icin 1, 5-FU grubu i¢in 0,745+0,01, 5-FU+SJW grubu i¢in 1,335+0,02 bulundu.
Kaspaz-3 aktivitesi degerleri kontrol grubu i¢in 1, 5-FU grubu i¢in 1,177+0,01,
5-FU+SJW grubu i¢in 0,769+0,03 bulundu. Kaspaz-9 aktivitesi degerleri kontrol
grubu i¢in 1, 5-FU grubu i¢in 1,196+0,01, 5-FU+SJW grubu i¢in 0,857+0,03

bulundu.

Kontrol FU FU-SJW

p-aktin e e
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Resim 18: Kolon dokusuna ait membran goriintiisii. Western Blot yontemi.
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Sekil 8. Sicanlarda yapilan 5-florourasil (5-FU) ile olusturulan kolit ve ileit modelinde, kolon
dokusunda tiim gruplara ait bel-2/bax orani ile kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktiviteleri. STW; Saint John’s
wort, K; Kontrol ve 5-FU; 5-Fluorourasil. ***: p<0.001 Kontrol grubuna gére,”" p<0.001 5-FU
grubuna gore karsilagtirmalar.

57



6.4. PCNA immiinohistokimyasi

PCNA doku orneklerindeki hiicre proliferasyonu igin bir belirte¢ olarak
degerlendirildi.

6.4.1. Tleum bulgulan

Ince bagirsak dokusuna ait pozitif kontrol &rneginde PCNA pozitif hiicreler
koyu kahverengi boyanmis olarak gozlendi (Resim 19). Kontrol grubuna ait ileum
dokusunda bez epiteline ait ¢ok sayida PCNA pozitif hiicreler koyu kahverengi
boyali olarak goriildii (Resim 19a). 5-FU grubunda PCNA pozitif hiicreler nadir
olarak gorilirken (Resim 19b), 5-FU+SJW grubunda bez epitelindeki PCNA pozitif
hiicre sayisinda artis goriildii (Resim 19c¢). 5-FU grubunda hiicre proliferasyonunun
diger iki gruba gore ¢ok diisiik oldugu, 5-FU+SJW grubunun ise kontrol grubuna
gore daha diisiik, 5-FU grubuna gore daha yiiksek diizeyde hiicre proliferasyonu
sergiledigi goruldi (Sekil 9).

Resim 19. Ince bagirsak dokusuna ait pozitif kontrol drneginde kahverengi boyali PCNA pozitif
boyanma gosteren hiicreler. PCNA immiinohistokimyasi.
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Resim 19a. Kontrol grubu, kuvvetli koyu kahverengi PCNA pozitif boyanma. PCNA

immiinohistokimyasi.

Resim 19b. 5-FU grubu, azalmis PCNA pozitif boyanma (oklar). PCNA immiinohistokimyast.
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Resim 19c¢. 5-FU+SJW grubu, PCNA pozitif boyanma (oklar). PCNA immiinohistokimyasi.

Proliferasyon indeksi, kontrol grubunda ortalama 78,88+1,8, 5-FU grubunda
32,83+4,5, 5-FU+SJW grubunda 35,25+0,3 bulundu.

Konrol grubu ile kiyaslandiginda 5-FU ve 5-FU+SJW gruplarinda proliferasyon
indeksinin anlamh diizeyde diistiigii goriildi (p<0,001). 5-FU+SJW grubu, 5-FU
grubu ile kiyaslandiginda proliferasyon indeksinde istatistiki olarak anlamli olmayan

bir artis oldugu goriildii.
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Sekil 9. Gruplar arasinda istatistiksel analiz yapilmis ileum dokusu intestinal bez epiteli proliferasyon
indeksi grafigi. ***: p<0,001 Kontrol grubu ile kiyaslandiginda.

6.4.2. Kolon bulgular:

Kontrol grubuna ait kolon dokusunda bez epiteline ait ¢ok sayida PCNA pozitif
hiicreler koyu kahverengi boyali olarak goriildii (Resim 20a). 5-FU grubunda PCNA
pozitif hiicreler nadir olarak goriilirken (Resim 20b), 5-FU+SJW grubunda bez
epitelindeki PCNA pozitif hiicre sayisinda kontrol grubuna benzer sekilde artis
goriildii (Resim 20c¢).

Proliferasyon indeksi, kontrol grubunda ortalama 71,99+3,2, 5-FU grubunda
38,20+8,6, 5-FU+SJW grubunda 70,80+2,7 bulundu.

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 5-FU grubunda proliferasyon indeksinin
anlamli olarak diisiik oldugu (p<0,01) goriildii. 5-FU+SJW grubu kontrol grubu ile
kiyaslandiginda kontrole yakin proliferasyon indeksi degeri sergiledigi, 5-FU grubu
ile kiyaslandiginda anlamli diizeyde artmis (p<0,01) proliferasyon indeksi degeri
sergiledigi goriildii (Sekil 10).
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Resim 20a. Kontrol grubu, kuvvetli PCNA pozitif boyanma (ok baglar1). PCNA
immiinohistokimyasi.

Resim 20b. 5-FU grubu, zayif PCNA pozitif boyanma (ok baglar1). PCNA immiinohistokimyasi.
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Deney Gruplari
01 Kontrol grubu ile kiyaslandiginda. ++: p<0,01 5-FU grubu

Sekil 10. Gruplar arasinda istatistiksel analiz yapilmig kolon dokusu intestinal bez epiteli

proliferasyon indeksi grafigi. **: p<0

ile kryaslandiginda.



7. TARTISMA ve SONUC

Kemoterapi pek ¢ok kanserin tedavisinde basarili bir sekilde uygulanmaktadir.
Ancak kanser hiicrelerini 6ldiiren kemoterapétik ilaglar diger yandan epitel gibi hizli
boliinen saglikli dokular1 da olumsuz etkileyerek yan etkilere yol agmaktadir (Bowen
ve ark., 2006). Klinikte 6zellikle solid tiimorlerin tedavisinde 50 yili askin siiredir
kullanilan bir antimetabolit kemoterapotik olan 5-FU da DNA sentezini engellerken
sadece malin hiicreleri degil hizli boliinen gastrointestinal yol hiicrelerini de etkiler
(Fata ve ark., 1999). Bunun bir sonucu olarak ortaya ¢ikan mukozit 6zellikle ince
bagirsakta iilser ve inflamasyonla birlikte kendini gosteren bir semptom olarak
karsimiza ¢ikar (Duncan ve Grant, 2003). Intestinal bezlerdeki hiicre bdliinmesi ve
villus epitelindeki yenilenme kemoterapdtik ajanlar tarafindan engellenir. Bu durum
ise intestinal yapinin bozulmasma yol acar. Mukozit olusumunun baslangic
asamasinda 5-FU timidilat sentazi inaktive ederek DNA sentezini durdurup epitel
hiicrelerinin metabolizmasin1 engeller. Bu durumdan 6zellikle hizli boliinen
progenitor hiicrelerin yer aldigi kript hiicre populasyonu olumsuz etkilenir. 5-FU’nun
RNA’nin yapisina katilarak olusturdugu etki ise daha c¢ok diger epitelyal ve
subepitelyal hiicre populasyonlarinin metabolizmasini olumsuz etkiler. Bahsettigimiz
degisimler mitozun durmasi, hiicre-hiicre ve hiicre-substrat etkilesiminin bozulmasi,
epitel biitiinliigiiniin bozulmasi ile sonuglanir. Bu durum ise immiin ve inflamatuvar
hiicrelerin hizli bir sekilde lamina propriyayr doldurmasina neden olur. Hiicre
boliinmesinin durmasinin ardindan apoptozda artis baslar, kript ve ylizey epiteli
hiicrelerinde kayiplar olusur. Ardindan kript derinligi bozulur ve villus yapilari
kaybolmaya baglar. Terapinin siddetli olmas1 halinde epitelin yeniden olusmasina
paralel olarak hiicre kayiplari1 devam edebilir ve absorbtif epitelin neredeyse
tamaminin kaybiyla da sonuglanabilir (Duncan ve Grant, 2003).

Bu ¢alismada benzer amagla 5-FU indiiksiyonu ileum ve kolon dokusunda
olusturdugu mukozit nedeniyle model olarak secilmistir.

Kemoterapi ile olugsmus intestinal mukozite dair yapilmis pek cok calisma
bulunmasina ragmen mukozitin tedavisi i¢in klinikte kullanilan iyi yontemler hala
mevcut degildir (Wu ve ark., 2010; Cheah ve ark., 2014). 5-FU ile kemoterapi goren
hastalarin %80 kadar1 gastrointestinal (GI) mukozitle ortaya ¢ikan diyareden
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olumsuz etkilenmekte, bu nedenle devamli GI mukoziti ve diyareyi iyilestirecek yeni
terapotik segenekler arastirilmaktadir (Letari ve ark., 2010).

Eksojen hormonlarin ve sitokinlerin kullanimi literatiirde gordiigiimiiz yan
etkileri iyilestirme stratejilerinden biridir. Boushey ve ark. (2001) yaptiklar1 bir
caligmada farelere 3 giin boyunca 400 mg/kg dozda i.p. 5-FU ya da 280 mg/kg
dozda i.p. irinotekan uygulamasi 6ncesinde giinde iki kere insan glukagon benzeri
peptid-2’yi (GBP-2) subkutan (sc) olarak vermistir. Calismanin sonunda hayvanlarda
kilo kaybmin azaldigi, canli kalimm arttig1, hem jejunum hem de kolonda TUNEL
sonuglarinda apoptozun bazale yakin hiicrelerde daha fazla goriildiigii ve GBP-2
uygulamasiyla azaldigi tespit edilmistir. GBP-2 uygulamasi sonrast Western Blot
sonuglarinda prokaspaz-8 ayrilmasinin azaldigi, morfolojik degerlendirmelerde kript
kaybinin azaldig1 ve kriptlerdeki hiicre sayismin arttig1 goriilmiistiir.

Kendi ¢alismamizda, Boushey ve ark. (2001)’nin ¢alismasina benzer sekilde
5-FU ve SJW uygulamalarmin histolojik sonuglarini degerlendirmek i¢cin H&E,
Gomori trikrom boyama teknikleriyle ileum ve kolon dokular1 boyanarak morfolojik
degerlendirme yapilmistir. Morfolojik degerlendirmeler sonucunda 5-FU uygulamasi
sonrasinda ileum villuslarinda kisalmanin, ileum ve kolondaki kript yogunlugunda ve
her bir kriptte bulunan hiicre sayisinda azalmanin var oldugu, hem ileum hem kolon
dokusunda bag doku igerisinde fibrozis gelistigi tespit edilmistir. 5-FU ile birlikte
SJW uygulamasmin yapildigi grupta ise villus morfolojisinin, ileum ve kolondaki
kript yogunluklarmin ve kriptlerdeki hiicre morfolojisi ile sayisinin normale yakin
hal aldig1, fibrozisin azaldig1 goriilmiistiir.

Son donemde kendi ¢alismamizda oldugu gibi dogal bitki ekstraktlarinin yan
etkileri iyilestirmede kullanimi popiilerlik kazanan bir strateji halini almistir. Cheah
ve ark. (2014) disi siganlar1 iki giin metabolik kafeslerde tuttuktan sonra si¢anlara 6
giin boyunca antiinflamatuvar ve antioksidan Ozelligi bilinen iizim c¢ekirdegi
ekstraktini tek basma farkli dozlarda (400 mg/kg, 600 mg/kg ve 1000 mg/kg) oral
gavaj ile vermis; 9-12. giinlerde tiziim ¢ekirdegi ekstraktinin ardindan 5-FU (150
mg/kg, i.p.) uygulayarak iiziim ¢ekirdegi ekstraktinin deneysel mukozit iizerindeki
koruyucu etkisini degerlendirmistir. Sonug¢larda 5-FU enjeksiyonunun beden
agirhgmi disiirdiigiini, ekstraktin bu degerleri onemli diizeyde degistirmedigini,

5-FU’nun jejunum ve ileum villuslarinda kisalmaya, kript derinliginde ve mukoza
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kalinliginda azalmaya yol agtigini; doza bagl olarak ekstrakt verilmesinin bu etkileri
iyilestirdigini gOstermistir. Histolojik skorlama sonuglarma bakarak mukozit
siddetinin en agir 5-FU uygulanan grupta goriildiigiinii ancak doza bagli olarak
ekstrakt verilen gruplarda azaldigini ifade etmistir.

Liu ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada farelere 11 giin boyunca giinde iki kere
gavajla farkli dozlarda Chimonanthus salicifolius ekstrakti (5 g/kg, 10 g/kg, 20 g/kg)
ile mukozit olusturmak i¢in 5-7. giinlerde 5-FU (50 mg/kg, i.p.) vermis, sonrasinda
kan biyokimyasal degerlerini, intestinal histopatolojiyi, apoptoz ile iliskili gen
ekspresyonunu ve proliferasyonu degerlendirmistir. Mukozit siddetini degerlendirme
adina beden agirliklarmi kiyasladiginda 5-FU’nun hayvan agirligimi 6nemli Slgiide
azalttigini, Chimonanthus salicifolius’un bu etkiyi doza bagh olarak énemli 6lgiide
baskiladigini gérmiistiir.

Calismamizda beden agirliklar1 kiyasladiginda 5-FU’nun hayvan agirligini
onemli 6lgiide azalttigi ve SJW tedavisinin hayvan agirliginda artisa neden oldugu
gbzlenmistir.

Liu ve ark.(2013) yaptiklar1 ¢calismada 5-FU uygulamasmin hem kolon hem de
ince bagirsakta kisalmaya yol actigini, villus deformasyonuna, kaybina ve atrofisine
neden oldugunu; 20 g/kg dozda Chimonanthus salicifolius’un bu etkiyi 6nemli
Olciide engelledigini gostermistir. Apoptotik belirte¢ i¢in yaptig1 polimeraz zincir
reaksiyonu c¢alismalarinda ince bagirsakta kaspaz-3 RNA seviyesinin  5-FU
uygulanmis grupta anlamli sekilde artarken Chimonanthus salicifolius’un bu seviyeyi
anlaml sekilde baskiladigini gormiistiir. Ayn1 yontemde proliferasyon belirteci olan
PCNA RNA seviyesinin 5-FU grubunda yiikselmis, Chimonanthus salicifolius
ekstrakti uygulanan grupta ise anlamli 6lglide diismiis oldugunu gostermistir.

Dost ve ark. (2009) yaptiklar1 ¢alismada siganlarda intrakolonik trinitrobenzen
stilfonik asit (TNBS) uygulamasiyla kolit modeli olusturmus, 3 ve 7 giin boyunca
farkli dozlarda SJW (50, 150 ve 300 mg/kg, oral gavaj) uygulanmasmimn bu modelde
tyilestirici etkisine bakmistir. Sonuglar degerlendirildiginde 3 giinliilk deney
gruplarinda kolit grubu i¢in mukozal 6dem, kanama, {ilserasyon ve erozyon
saptanirken, SJW gruplarinda orta diizeyde eritem ile iilser ve erozyonda Onemli
diizeyde iyilesme goriilmiistiir. 7 gilinlik deney gruplarinda kolit grubu igin hafif

kanama ve kii¢iik erozyonlar goriilirken, SJW grubunda patolojik bulgulara
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rastlanmamistir. Sehirli ve ark. (2015) benzer bir ¢alismada ayni deneysel kolit
modelini kullanarak SJW (300 mg/kg, oral gavaj) ve spironolakton (80 mg/kg, oral
gavaj) uygulamasinin  kolon, jejunum ve ileumdaki iyilestirici etkisini
degerlendirmistir. Kolit grubunda Onemli diizeyde kilo kaybi varken, SJW
uygulamasinin bu kayb1 6nemli diizeyde diizelttigi, makroskopik degerlendirmelerde
SJW’nin kolondaki hasari iyilestirdigi ancak hasarin tamamen diizelmeyip hala
kontrol grubuna gore daha yiiksek diizeyde oldugu goriilmiistiir. Morfolojik
degerlendirmelerde kolon, jejunum ve ileum dokularinin hepsinde kontrol, SJW ve
spironolakton gruplarinda ¢ok sayida goblet hiicresi iceren diizenli epitelyal ve
glandiiler morfoloji goriilmiistiir. Kolitin kolonda yiiksek diizeyde 16kosit birikimiyle
bozulmus epitelyal ve glandiiler morfolojiye, jejunumda hipertrofik goblet
hiicreleriyle beraber epitelde siddetli dokiilmeye, ileumda lamina propriya
icerisindeki 16kosit birikimiyle siddetli epitel dokiilmesine yol ac¢tig1r goriilmiistiir.
SIW ve spironolaktonun ileum ve jejunumda epitelde orta diizeyde rejenerasyon
sagladig1 ifade edilmistir.

Di Carlo ve ark. (2003) yaptiklar1 ¢alismada farelere 14 giin boyunca 30 mg/kg
ve 100 mg/kg dozda Ekinezya ekstrakti ile SIW uygulamistir. Calismanin sonunda
fare dalaklarindan elde ettigi lenfosit hiicrelerinde apoptoz belirteci olarak kullanmak
tizere TUNEL yontemiyle DNA fragmantasyonuna ve flow sitometri teknigiyle
Bcl-2 ile FAS cekspresyonlarina bakmistir. Calismada her iki bitkinin kullanilan her
iki dozda da dozla dogru orantili olarak Bcl-2 ekspresyonunu anlamli 6lglide
arttirarak, FAS ekspresyonunu anlamli 6l¢iide azaltarak apoptoza karsi koruyucu rol
oynadig1 goriilmiistiir.

Jang ve ark. (2002) yaptiklar1 bir calismada noroblastoma hiicrelerinde hidrojen
peroksitle (H20,) uyarilmis apoptoz modeli kullanarak SJW’nin bu apoptoza karsi
koruyucu etkisini in vitro olarak arastirmistir. Hiicre kiiltiirlerini 24 saat farkli
dozlarda (10%, 102, 10, 10 mg/ml) SIJW ile muamele ettikten sonra 5 saat H.O.
(10" mM)’ye maruz birakmustir. TUNEL sonuglar1 degerlendirildiginde sadece H,0,
uygulanan grupta TUNEL pozitif hiicre sayisinda ciddi bir artis gozlemlerken, SIW
ile 6n muamele yapilan grupta kontrole yakin bir sonu¢ gozlemlemistir. Kaspaz-3
enzim analizlerinde sadece H,O, ile muamele edilen grupta enzim aktivitesinin

arttigini, SJW ile 6n muamelenin bu artis1 kirdigini tespit etmistir.
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Kemoterapdtiklerin sitotoksik etkileri hiicre dongiisiiniin durdurulmas: ya da
apoptozun uyarilmasi ile iligkilidir. Bu nedenle kendi ¢alismamizda SJW’nin bu
etkileri geri ¢evirme mekanizmasini test etmek amaciyla PCNA immiinohistokimyasi
ile kript hiicrelerindeki proliferasyon ve TUNEL yontemi ile kript hiicrelerindeki
apoptoz degerlendirilmistir. PCNA bulgularimizda Duncan ve Grant’in (2003)
belirttigi gibi 5-FU’ nun boliinmeyi durdurucu etkisi 6zellikle intestinal bezlerde daha
belirgin olarak gozlemlenmistirr. PCNA immiinohistokimyas: ile elde edilen
proliferatif indeks sonuclart SJW’nin epitel {iizerindeki trofik etkisini kript
hiicrelerindeki  proliferasyonun  uyarilmasina  katilarak saglayabildigini
diistindiirmektedir. TUNEL sonuglarinda ise Di Carlo ve ark. (2003)’nin ¢aligmasiyla
paralel sekilde ancak onlarin g¢alismasindan farkli dozda (300 mg/kg) SJW
uygulamasinin apoptozu baskilayici etki olusturdugu gozlenmistir.

5-FU uygulamasi sonrasi olusan apoptoz aracili intestinal hasara SJW’nin nasil
bir mekanizma ile karsi koyarak antiapoptotik etki sergiledigini anlamak icin
calismamizda Western Blot tekniginde kaspaz-3, kaspaz-9 miktarlar1 ile Bcl-2/Bax
oran1 degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglarla SJW uygulamasmin ardindan
antiapoptotik Bcl-2/Bax oraninda olduk¢a anlamli bir artis, apoptotik kaspaz-3,
kaspaz-9 ekspresyon miktarlarinda ise anlamli bir diisiis oldugu gortlmiistiir. Bu
sonuglar daha once yapilan Di Carlo ve ark. (2003)’nin ¢alismasmi dogrular
niteliktedir. Ayrica calismamizda protein aktiviteleri i¢in kolon ve ileum dokularmin
Bcl-2/Bax oranlar1 5-FU ve 5-FU+SJW gruplarinda, iki doku arasinda
kiyaslandiginda SJW uygulamasmin antiapoptotik etkiyi iki dokuda da arttirdigi
goriilmektedir. Ancak 5-FU grubu ile 5-FU+SJW arasindaki deger degisimi farkinin
ileumda daha biiyiik olmas1 SJW’nin bu dokudaki antiapoptotik Bcl-2 ekspresyonunu
daha iyi arttirdig1, proapoptotik Bax ekspresyonunu daha fazla diisiirdiigii ihtimalini
diistindiirmektedir.

Caligma sonuglar1 genel olarak degerlendirildiginde goriilmistiir ki; 5-FU hem
kolon hem de ileum dokularindaki yiizey ve intestinal bez epitelinde hasara, bez
hiicresi proliferasyonunda diisiise ve apoptoza giden hiicre sayisinda artisa, intestinal
bez hiicrelerinin salgi fonksiyonunda diisiise, 6dem olusumuna, bag dokuda l6kosit
artisina, konjesyona ve fibroziste artisa neden olmustur. SJW’nin ilagla beraber

uygulanmastyla epitelde rejenerasyon, apoptozda onemli diizeyde diisiis, intestinal
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bez hiicresi proliferasyonunda artis, salgi fonksiyonunda ve miktarinda artis, 6demde
ve fibroziste azalma gelistigi goriilmiistiir. Sonuglar bize STW’nin 5-FU ile muamele
sonrasi olusan epitel hasar1 {izerine iyilestirici etkisi ile hiicre proliferasyonunu
indiikleyici ve apoptozu baskilayici 6zellik sergilemesi arasinda direkt bir baginti
olabilecegini gostermistir.

Calismamizin sonunda elde ettigimiz veriler dogrultusunda SJW’nin kemoterapi
esnasinda veya sonrasinda bagirsaklarda gelisen mukozite karst destek tedavi ajani

olarak kullanilabilirligi ortaya konulmustur.
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