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07/
Amag: Multipl Skleroz, merkezi sinir sisteminde inflamatuar
infiltrasyonlarla ilerleyen otoimmiin demiyelinizan bir hastaliktir.
JAK-STAT  sinyal yolunun  diizensizligi,
ensefalomiyelit ile indiiklenmis Multipl Skleroz modellerinin
patogenezinde Snemli bir rol oynar. Bu ¢alismanin amaci, sar1
kantaron ve c¢uha ¢igegi yaglarmimn tiketiminin, JAK-STAT
sinyal yolu tizerindeki terapotik etkilerini ortaya ¢ikarmaktir.
Gere¢ ve Yontemler: Calismamizda 42 adet dokuz haftalik
C57bl/6 J fareler kullanildi. Fareler, Multipl Skleroz (MS)
(n=32) ve kontrol grubu (n=10) olmak iizere iki ana gruba
ayrildiktan sonra MS grubundaki tiim farelere deneysel
otoimmiin ensefalomiyelit yontemi ile Multipl Skleroz hastaligi
olusturuldu. Multipl Skleroz grubu kendi i¢inde MS (n=7), MS
+ Cuha ¢igegi (n=10) ve MS + Sar1 Kantaron (n=15) olacak
sekilde li¢ gruba ayrildi. Tedavi gruplari, 6 hafta boyunca sar1
kantaron (20 g/kg) ve guha ¢igegi (20 g/kg) yaglar iceren 6zel
iretim yemler ile beslendi. Multipl Skleroz indiiksiyonundan iki
hafta sonra, hastaligin klinik belirtileri her fare icin giinlik
olarak puanlandi. Calismamizin sonunda beyin dokusu
orneklerini elde etmek i¢in tiim gruplardaki fareler sakrifiye
edildi. Beyin doku homojenatlarinda Western Blot yontemi ile
JAK2, p-JAK2, STAT1 ve p-STAT1 protein ekspresyon
seviyeleri 6l¢iildii.

otoimmiin

Bulgular: Caligmamizda Multipl Skleroz hastaligi patogenezi
ile iligkili JAK/STAT yolagindaki p-JAK2, JAK2, p-STAT1 ve
STAT]I ekspresyon diizeylerinin MS grubunda kontrollere gore
anlamli olarak arttigini, sar1 kantaron ve guha ¢igegi yag ile
beslenen gruplarda ise anlamli olarak azaldigini gosterdik
(p<0.05).

Sonug¢: Bu ¢alismada elde ettigimiz veriler 15181inda, 6zellikle
cuha ¢icegi ve sar1 kantaron yaglarinin besin takviyesi olarak
Multipl  Skleroz hastaliginin
patogenezinin iyilesmesine katki saglayacagi sdylenebilir.

tiikketilmesinin, molekiiler

Anahtar Kelimeler: Multiple skleroz, ¢uha ¢igegi (Oenothera
biennis), sart kantaron (Hypericum perforatum), JAK/STAT
sinyal yolagt

ABSTRACT

Objective: Multiple Sclerosis is an autoimmune demyelinating
disease that progresses with inflammatory infiltrates in the
central nervous system. Dysregulation of the JAK-STAT
signaling pathway plays an important role in the pathogenesis
of experimental autoimmune encephalomyelitis-induced
Multiple Sclerosis models. The aim of this study was to reveal
the therapeutic effects of the consumption of St. John's Wort
and evening primrose oils on the JAK-STAT signaling
pathway.

Material and Methods: In our study, 42 nine-week-old
C57bl/6 J mice were used and divided into two groups as
Multiple Sclerosis (MS) (n = 32) and control group (n = 10).
MS group was divided into three groups as MS (n=7), MS +
evening primrose oil (n=10) and MS + St. John's Wort oil (n=
15). All groups except the control group were immunized by
experimental autoimmune encephalomyelitis  methods.
Treatment groups were fed special feeds containing 20 g/kg St.
John's Wort and 20 g/kg evening primrose oils for 6 weeks. Two
weeks after Multiple Sclerosis induction, clinical signs of
disease were scored daily for each mouse. Brain tissue samples
were collected for measurement of JAK2, p-JAK2, STAT1 and
p-STATL protein expression level by Western blot method.
Results: We showed that the expression levels of p-JAK2,
JAK2, p-STAT1 and STAT1 in the JAK/STAT pathway
associated with the pathogenesis of Multiple Sclerosis disease
increased significantly in the Multiple Sclerosis group
compared to the controls and decreased significantly in the
groups fed with St. John's wort and evening primrose oil
(p<0.05).

Conclusion: In the light of the data, consumption of evening
primrose and alternatively St. John's wort oils as nutritional
supplements may contribute to the improvement of the
molecular pathogenesis of Multiple Sclerosis disease.

Keywords: Multiple sclerosis, evening primrose (Oenothera
biennis), St. John's wort (Hypericum perforatum), JAK/STAT
signaling pathway
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GIRIS
Multipl Skleroz (MS), daha ¢ok geng eriskinlerde
goriilen merkezi sinir sistemini etkileyen otoimmiin
demiyelinizan bir hastaliktir. Hastaligin etiyolojisi
heniiz tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte,
hastaligin  patolojisinde  genetik, epigenetik ve
mikrobiyal c¢evresel faktorlerin  etkili  oldugu
diistiniilmektedir. MS, akut inflamatuar
demiyelinizasyon,  aksonal kayip ve  smirh
remiyelinizasyon ile karakterize olup merkezi sinir
sisteminde norodejenerasyon alanlarmin olusturdugu
plak adi verilen lezyonlar1 olusumuna sebep olur. MS
hastaliginin  klinik semptomlar1 (kas gii¢siizligi,
bulanik gérme, bas donmesi vb.) lezyonun yiikii ve
yerine gore cesitlilik gdstermekte olup, bu farkliliklara
bagl hastaligin 4 tipi bulunmaktadir. Bunlar, klinik
izole sendrom, ataklarla seyreden tip, primer ilerleyici
MS, sekonder ilerleyici MS’dir (1). Tani, klinik 6yki,
ndrolojik muayene, manyetik rezonans goriintiileme
kombinasyonu ile yapilir. Ayrica beyin omurilik
stvisinin incelenmesi, uyarilmig potansiyellerin kaydi,
mesane fonksiyonunun irodinamik c¢alismalari ve
okiiler koherens tomografi dahil olmak {izere diger
“paraklinik” testler, bireysel hastalar i¢in tan1 koymada
yardimct olabilir (2). Ancak hizli tedavi kararlari i¢in
erken tanida kullanilacak biyobelirteglere halen ihtiyac

vardir (3).

Deneysel otoimmiin ensefalomiyelit (EAE) modeli,
MS'in birgok klinik, noropatolojik ve immiinolojik
yOniinii iyi taklit edebilen bir hayvan modeli sistemidir
(8). Birgok calismada farelerde EAE modeli
olusturulmus ve MS  hastaliginin  molekiiler
mekanizmasina iligkin sonuglar elde edilmistir (4-6).
Ayrica, EAE, MS patofizyolojisinde rol alan birgok
sitokin  degisikliklerinin ve tedavi yOntemlerinin

incelenmesinde olduk¢a 6nemli bir metottur (7,8).
Kilig otu olarak da bilinen sar1 kantaron (Hypericum
perforatum) igeriginde adiperforin, hiperisin, hiperforin,

sekonder metabolitler (flavanoid, floroglusinol, ksantin)

gibi bir¢cok bilesik bulundurmaktadir (9). Literatiirde
sar1 kantaron ekstratlarinin antidepresan, antiviral,
antibakteriyel ve anti kanser etkilere sahip oldugu
bildirilmistir (10). Sart kantaron ekstraktlarinin,
antidepresan  aktivitelerinde  rol  oynayabilecek
naftodiantronlar, fenilpropanlar, flavonol tiirevleri,
biflavonlar, proantosiyanidinler, floroglusinoller, farkli
amino asitler ve ucucu yag bilesenleri gibi ¢cok c¢esitli
bilesenleri icerdigi iyi bilinmektedir (9). Ozellikle
flavanoid bilesiklerin antioksidan ozellikleri
(antioksidan molekiiller, son yoriingesinde eslesmemis
elektronu bulunan kararsiz yapidaki reaktif oksijen
tirlerinden Gzellikle siiperoksid radikaline elektron
transfer ederek kararli hale gelmelerine yardimeci olur),
norolojik hasarlarda olusabilecek reaktif oksijen
tirlerinin  olusumunu engelleyebileceginden, sar1
kantaron ekstratlarinin néroprotektif olabilecegi yapilan
calismalar ile gosterilmistir. Bu c¢alismalardan birinde
sar1 kantaron ekstratlarinin PC12 hiicrelerinde hidrojen
peroksid kaynakli apoptozu azalttigi gdsterilmis bunun
ozellikle Parkinson ve Alzheimer hastaliginda koruyucu
etkisinin olabilecegi bildirilmistir (12-14). Sar1 kantaron
gibi benzer biyolojik aktiviteye sahip cuha c¢icegi
(Oenothera biennis), yiiksek oranda doymamis yag asidi
iceren, 6nemli bir gamalinoleik asit, linoleik asit ve E
vitamini kaynagidir (6). Fenol igeriginin yiiksek
olmasindan dolay1 nérolojik hastaliklarda koruyucu
ozelligi olabilecegi bildirilmistir (14). Geleneksel tipta,
kiigiik yaniklar, anksiyete ve hafif ila orta derecede
depresyon gibi g¢esitli bozukluklarin tedavisinde
kullanilan sar1 kantaron ve guha ¢igegi yaglarmin, son
yillarda noroprotektif 6zellikleri kapsamli bir sekilde
incelenmeye baglanmistir (10,15).

MS hastaliginda immiin sistem ile iligkili birgok sinyal
yolagmim (JAK/sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon
aktivatorii (STAT) (JAK/STAT), niikleer faktor-«B
(NF-xB), hiicre dis1 sinyal diizenlemeli kinaz (ERK1/3),
p38, Jun/Fos) bozuklugu vardir. Bunlardan JAK/STAT
sinyal yolaginda, immiiniteyi baslatan ve immiin

cevabin olusmasinda rol alan bir¢ok sitokin rol
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almaktadir. MS de santral sinir sistemindeki aksonal
hasarin  temelinde = JAK/STAT  yolunun  asir1
aktivasyonuyla indiiklenen interferon-gama tireten Th1
hiicreleri, interlokin-17 fireten Th-17 hiicrelerinin
aktivasyonu ve asirt  sitokin/kemokin  iiretimi
yatmaktadir (16,17). JAK-STAT sinyal yolu, bir
hiicredeki proteinler arasindaki bir etkilesimler
zinciridir ve bagisiklik, hiicre boliinmesi, hiicre oliimii
ve timor olusumu gibi siireglerde yer alir. Yolak
proteinlerinden JAK proteininin JAK1, JAK2, JAK3 ve
TYK seklinde; STAT proteini ise STAT1, STAT2,
STATS3, STAT4, STAT5A, STATSB ve STATG6 olarak
smiflandirilir. Yolak, bir hiicrenin disindaki kimyasal
sinyallerden hiicre c¢ekirdegine bilgi iletir, bu da
transkripsiyon adi verilen bir siire¢ yoluyla genlerin
aktivasyonu ile sonuglanir. Sinyal yolaklarmin
otoimmiin hastaliklarla iliskisinin ortaya konulmasi bu
yolaklar iizerinden etki edecek yeni farmakolojik

terapilerin gelistirilmesine katki saglayacaktir (18).

Daha 6nceki ¢calismamizda, MS modeli olugturdugumuz
C57BL/6 J farelerde, cuha ¢igegi yag: ve sar1 kantaron
yagi ile beslenmenin MS hastaliginda goriilen miyelin
kaybt ve amiloid birikiminin zayiflamasi {izerinde
faydali etkilerinin oldugunu gosterdik. Caligmada sar1
kantaron ve ¢uha ¢igegi yaglarinin, MS'li hayvanlarin
beyin dokusunda artan ve amiloid plaklardan sorumlu
miyelin oligodendrosit glikoprotein (MOG) ve miyelin
baglanma proteini (MBP) degerlerini kontrol grubuna
yaklastirdigin1 bulduk (MS grubu MOG: 2.93+1.06
ng/ml, MS+sar1 kantaron grubu MOG: 3.31£1.17 ng/ml,
MS+g¢uha ¢igegi grubu MOG: 2.97+1.20 ng/ml, kontrol
grubu MOG: 3.76+0.34 ng/ml; MS grubu MBP:
5.24+1.58 ng/ml, MS+sar1 kantaron grubu MBP:
5.81+1.68 ng/ml, MS+cuha ¢igegi grubu MBP:
5.93+1.50 ng/ml, kontrol grubu MBP: 6.47+1.36 ng/ml)
(19). Bunun diginda her iki bitki yag ozleri ile
beslenmenin, MS'li hayvanlarin  beyin  dokusu
homojenat 6rneklerinde total oksidatif stres seviyesi
(TOS) ve oksidatif stres indeksi degerlerini anlamli

derecede diisiirdiigtinii ve total antioksidan seviyelerini

(TAS) ise anlaml1 derece artirdigin1 gosterdik. Ayrica
MS grubunda vaskiiler duvarlarda, noronlarin
sitoplazmasinda ve hiicreler arasi boslukta amiloid
birikimi gozlemledik. Sari kantaron ve g¢uha g¢igegi
yaglari ile tedavi edilen gruplarda ise anormal amiloid

birikimi ve bariz hiicre infiltrasyonu gozlenmedi (19).

Hem sart kantaron hem de g¢uha ¢igegi igerdikleri
organik  bilesikler  ozellikle  yiiksek  fenolik
igeriklerinden dolay1 benzer biyolojik aktiviteye
sahiptirler. Bu iki bitki tiiriiniin ekstrat ve yaglarinin
norolojik hastaliklarda koruyucu ve tedavi amaciyla
kullanimi son yillarda arastirilmaktadir. Ancak etki
mekanizmalarinin benzer sinyal yolaklar1 {izerinden
gerceklesip gerceklesmedigi heniiz bilinmemektedir.
Gergeklestirdigimiz bir 6nceki ¢aligmada her iki bitki
tiriiniin yaglart ile beslenmenin MS hastaliginin,
histopatolojik ve biyokimyasal bulgularda iyilesmeye
sebep oldugunu gosterdik (19). JAK/STAT sinyal yolu
MS hastaligt patogenezi ile literatiirde
iliskilendirilmesine ragmen yaptigimiz ¢aligmada her iki
tedavi grubunda bu iyilesmenin hangi sinyal yolagi
tizerinden etkisinin ortaya ¢iktigi arastirilmamais idi. Bu
sebeple bu ¢alismada, kimyasal icerik ve etkileri benzer
olan sar1 kantaron ve g¢uha c¢igegi yaglan ile
beslenmenin, JAK/STAT  yolagindaki  protein
diizeylerindeki degisimlerin arastiritlmasi
hedeflenmistir.  Literatiirde benzer bir ¢alisma
bulunmadigindan, her iki bitki yaginin MS
hastaligindaki iyilestirici etki mekanizmasi1 gosterilmis

olunacaktir.

GEREC VE YONTEM

Hayvan Deneyleri

Calismada gerceklestirilen deney protokolii Bezmialem
Vakif Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan  onayland1  (Tarih:  22.04.2016, say1
No0:2016/116). C57BL/6 J fareler (n=42), Bogazigi
Universitesi Hayvan Laboratuvarindan  (Istanbul,

Tiirkiye) satin alindi. Fareler, 12 saat aydinlik 12 saat
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karanlik dongiisiine sahip, kontrollii aydinlatma ve
sicakligin saglandigi (22 °C), yiyecek ve suya istenildigi
zaman erisimi olan Bezmialem Universitesinin deney
hayvani laboratuvarlarinda barmndirildi. C57BL/6 J
fareler (n=42), MS (n = 32) ve kontrol grubu (n=10)
olmak iizere iki ana gruba ayrildi. Ayrica MS grubu
kendi i¢inde; MS (n=7), MS + cuha ¢icegi yagi (n=10)
ve MS + sar1 kantaron yagi (n=15) olacak sekilde ii¢
gruba ayrildi. MS indiiksiyonu i¢cin EAE modeli daha
once aciklandigi gibi kontrol grubu disindaki tiim
gruplara uygulandi (24). Kisaca, 200 mg MOG35-55
peptidi (Hooke Kit™ MOG35-55/CFA Emulsion PTX;
Hooke lab. Inc., Lawrence MA) esit hacimlerde MOG
ve 10 mg/ml 1siyla Oldirilmis Mycobacterium
tuberculosis (H37Ra; Difco Adjuvant H37Ra, Fisher
Scientific Ltd., Loughborough, LE11 5RG, UK) ile
desteklenmis tam Freund adjuvanindan (CFA) olusan
200 pl'lik bir soliisyon her fareye deri altindan enjekte
edildi (20). MOG enjeksiyonunun yapildig: giin 0. giin
olarak kabul edildi. Bagisiklamadan iki saat sonra ve 1.
giinde farelere intraperitoneal olarak (i.p.) 500 ng
bogmaca toksini enjekte edildi. (Hooke Kit™ MOG35-
55/CFA Emulsion PTX; Hooke Ilab. Inc.). MS
indiiksiyonundan iki hafta sonra, hastaligin klinik
belirtileri giinliik olarak su sekilde puanlandi: 0, belirti
yok; 1, kuyruk zayifligi veya hafif sakar yiiriyis; 2,
kuyruk felci ve/veya orta derecede sakar yiiriiylis
ve/veya hafif arka uzuv zay1fligy; 3, orta ila siddetli arka
uzuv felci veya hafif 6n ayak zayiflig1 veya her ikisi; 4,
tam arka uzuv felci veya orta ila siddetli on ayak
zay1flig1 veya her ikisi; 5, kuadripleji veya can gekisen
durum; 6, alti haftalik deney siiresi boyunca 6liimiin

gergeklesmesi.
Sart Kantaron ve Cuha Cigegi Yaglarimin Uygulanmasi

Bitki yag1 tedavi uygulamasi, enjeksiyondan iki hafta
sonra baglatildi. Alt1 hafta boyunca MS+¢uha ¢igegi
grubundaki fareler, 20 g/kg ¢uha cicegi yagi igeren 6zel
olarak iirettirilmis yem ile (MBD Yem Ticaret Ltd Sti,
Tiirkiye); MS+sar1 kantaron grubundaki fareler 20 g/kg

sar1 kantaron yag1 igeren 6zel olarak tirettirilmis yem ile;

kontrol ve MS gruplarindaki fareler ise normal yem ile
beslendi (6). Calismanin sonunda tiim farelerden genel
anestezi altinda (35 mg/kg ketamin ve 80 mg/kg ksilazin
kullanilarak) tiim beyin dokusu 6rnekleri alindi. Doku
ornekleri analize kadar -80°C'de derin dondurucuda

(Haier Co., Louisville, KY) saklandi.

Doku Orneklerinin Homojenizasyonu ve Total Protein
Tayini

C57BL/6 J farelerden (n=42) elde edilen beyin doku
orneklerinin homojenzasyonu, Ripa lizis tamponu
(Merck, kat  no:20118, ABD)  kullanilarak
homojenizasyon cihazinda (MP Biomedical Fast Prep
24, Giiney Kore) 30 m/s'de 5 dakika muamele edilerek
yapildi. Total protein miktar tayini i¢in bikinkoninik asit
(BCA) metodu kullanildi. Kisaca, sigir serum albiimin
proteini standart olarak hazirland1 (200-1000 pg/ml).
Elde edilen beyin doku homojenatlar1 sirastyla 25 pl
olacak sekilde mikroplaklara pipetlendi. Ardindan
izerlerine 200 pul BCA soliisyonu (Pierce™ BCA
Protein Assay Kit, Sigma) eklendi. Mikroplak, 30
dakika 37  °C’de
spektrofotometrede (Thermo Scientific, Varioscan,
ABD) 570 nm’de okundu. Orneklere ait protein

inkiibasyonun  ardindan

konsantrasyonlari, lineer grafik kullanilarak mg/ml
olacak sekilde hesaplandi.

Her bir grup (kontrol, MS (hasta), MS+guha cicegi ve
MS+sari1 kantaron) igin total protein konsantrasyonu 40
pg protein icerecek sekilde havuzlama yapildi. Boylece
havuzlama sonunda Western blot 6l¢timleri i¢in 4 adet

numune elde edildi.
Western Blot Analizi

Calisma gruplarina ait homojenatlardaki JAK-STAT
sinyal yolagindaki protein ekspresyon diizeyleri
Western bot analizi ile o6lgiildi. Western blot
yonteminde protein denatiirasyonu i¢in Laemmli
tamponu (2X Laemmli Sample Buffer, Chemcruz)
kullanildi. Bio-Rad TGX FastCast ile sodyum dodesil
stlfat—poliakrilamid jel elektroforez (SDS PAGE)

hazirlandi. Hazirlanan jellerdeki kuyucuklardan kontrol,
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MS, MS+¢uha ¢igegi ve MS+sar1 kantaron gruplarina ait
proteinler yiiklendi. Transfer islemi, 2.5 amper ve 25
voltta 7 dakika siireyle gergeklestirildi. Transfer iglemi
sonrast membranlara bloklama islemi yapild: (1X TBS-
T [%0,1 Tween 20 i¢eren 1X TBS] ile hazirlanan %5°lik
yagsiz siit tozu igerisinde 1 saat inkiibasyon). Bloklama
sonunda membranlar, anti-JAK2 (rabbit anti-JAK2
monoclonal antibody [1:1000; CST:3230, ABD]), anti-
phospho-JAK2 (rabbit anti-phospho-JAK2 monoclonal
antibody [1:1000; CST:4406, ABD]), anti-STAT1
(rabbit monoclonal anti-STAT1 [1:1000, CST:14994,
USA]), anti- phospho-STAT1 (rabbit monoclonal
phospho-STAT1 [1:1000, CST:7649, ABD]) primer
antikorlar1 ile gece boyu 4°C’de inkiibe -edildi.
Membranlar, primer antikorlarla uyumlu ikincil antikor
(HRP-conjugated secondary antibody [CST:7074,
ABD]) ile 1 saat oda 1sisinda inkiibe edildi.
Membrandaki antikor ile muamele edilmis proteinlerin
bant goriintiilemesi Image Quant LAS 500 ile
gerceklestirildi.

Istatistiksel Analiz

Veriler GraphPad Prism Programi (GraphPad Prism
Version 8.0.1 Software Program, San Diego, CA) ile
analiz edildi. Verilerin dagilimi Shapiro Wilk testi ile
incelendikten sonra normal dagilima sahip bagimsiz
gruplarin karsilastirmasinda tek yonli ANOVA testi
yapildi. Post-hoc karsilagtirmalari ise Bonferroni testi ile
yapildi. Tim veriler ortalama +standart sapma olarak
hesaplandi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.

BULGULAR

Calismamizda MS hastaliginin patogenezinde &nemli
oldugu bilinen JAK/STAT sinyal yolag: diizeylerindeki
degisimler, kontrol, hasta (MS) ve tedavi gruplan
(MS+sar1 kantaron, MS+¢uha ¢igegi) i¢in incelendi.
Calismamizda JAK2 ve STATI1 proteinleri ile bu
proteinlerin aktif formlar1 olan p-JAK2 ve p-STAT1

proteinlerinin ekspresyon diizeyleri incelenmistir.

p-STATI1 (Sekil 1) ve STAT1 (Sekil 2) ekspresyon
diizeyleri MS (p<0.001), MS+¢uha ¢icegi (p<0.01) ve
MS+sar1  kantaron (p<0.001) gruplarinda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artig
gosterirken; MS+cuha ¢icegi (p<0.001) ve MS+sari
kantaron (p<0.001) gruplart MS grubuna gore
istatistiksel olarak anlaml bir azalma gosterdi. pJAK2
(Sekil 3) ekspresyon diizeyi MS (p<0.001) ve MS+sar1
kantaron (p<0.001) gruplarinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterirken,
MS+cuha ¢igegi grubundaki artig istatistiksel olarak
anlamh degildi. MS grubuna gore kiyaslandiginda ise
hem MS+guha ¢igegi (p<0.001) hem de MS+sart
kantaron (p<0.001) gruplarindan istatiksel olarak
anlamli bir azalma belirlendi. Son olarak JAK2 (Sekil 4)
ekspresyon diizeyi ise diger parametrelerle paralel
olarak MS (p<0.001), MS+c¢uha ¢igegi (p<0.001) ve
MS+sar1  kantaron (p<0.001) gruplarinda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artig
gosterirken MS grubuna kiyasla hem MS+¢uha cigegi
(p<0.001) hem de MS+sar1 kantaron (p<0.001)

gruplarinda anlamli bir azalma gosterdi.
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Sekil 1: Deney gruplarindan elde edilen beyin dokusunda p-STAT1 Western blot analizi sonuglari. Veriler, tek yonlii
ANOVA ve ardindan post-hoc Bonferroni testi kullanilarak analiz edildi ve ortalama +SD olarak ifade edildi. ***p<0.001,

kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik; +++p<0.001, MS grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik.
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Sekil 2: Deney gruplarindan elde edilen beyin dokusunda STATI1 Western blot analizi sonuglari. Veriler, tek yonlii
ANOVA ve ardindan post-hoc Bonferroni testi kullanilarak analiz edildi ve ortalama £SD olarak ifade edildi. ***p<0.001,

kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik; +++p<0.001, MS grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik.
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Sekil 3: Deney gruplarindan elde edilen beyin dokusunda p-JAK2 Western blot analizi sonuglari. Veriler, tek yonlii

ANOVA ve ardindan post-hoc Bonferroni testi kullanilarak analiz edildi ve ortalama +SD olarak ifade edildi. ***p<0.001,

kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik; +++p<0.001, MS grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik.

JAK2/B-Actin
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Sekil 4. Deney gruplarindan elde edilen beyin dokusunda JAK2 Western blot analizi sonuclar1. Veriler, tek yonlii

ANOVA ve ardindan post-hoc Bonferroni testi kullanilarak analiz edildi ve ortalama +SD olarak ifade edildi. ***p<0.001,

kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik; +++p<0.001, MS grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik.

TARTISMA

MS, merkezi sinir sisteminde demiyelinizasyon ve
aksonal kayip ile karakterize karmagik bir otoimmiin
hastaliktir. Son zamanlardaki bitkisel temelli tedavi
yaklasimlari, MS hastalig1 icin umut verici bir terapotik
yaklagimi temsil etmektedir (22). Farkli bitkisel ilaglarin
MS iizerindeki etkisine, NF-«B yolu, JAK/STAT yolu
ve GATA-3 yolu iizerine odaklanilarak bakilmistir (23).
Bir onceki ¢alismamizda, sar1 kantaron ve ¢uha ¢icegi
yaglar1 ile beslenmenin beyin dokusu histopatolojisi,
MOG, MBP, TAS, TOS ve oksidatif stres tizerindeki
etkilerini arastirdik. Cuha ¢icegi ve sar1 kantaron yag ile
beslenmenin MS olusturulan farelerde miyelin kayb1 ve
amiloid birikimini azaltmak i¢in faydali etkiler
gosterdigini ve bunlarin MS tedavisi igin terapotik

faydasi olabilecegini ortaya koyduk (19).

Bu calismamizda ise, sar1 kantaron ve cuha ¢icegi
yaglarini iceren yemler ile beslenmenin, MS hastalig1
patogenezinde 6nemli oldugu bildirilen JAK-STAT
sinyal yolu tizerindeki etkilerini inceledik. MS
patogenezinde T helper hiicreleri aktive olur ve asiri
sitokin salinimi meydana gelir. T helper hiicreleri
tarafindan aktive edilen JAK-STAT sinyal yolagi
immiin yanitin baglamasinda ve organizasyonunda kritik
rol oynar (24). Yapilan bir ¢aligmada, Tripterygium
wilfordii Hook F bitkisinin bir 6zii olan tripklorolidin
(T4)’in anti-inflamatuar ve immiinosupresif etkileri
EAE modeli ile MS olusturulan farelerde incelenmistir.
T4 tedavisi verilmemis farelerden alinan spinal doku
orneklerinde p-JAK2 ve STATL seviyelerinde ileri
derecede anlamli bir artig gosterilmistir. Tedavi
uygulanan farelerin spinal doku o&rneklerinde ise p-
STAT1 de giigli inhibisyon, p-JAK2 de ise hafif
Ozellikle STAT1

ekspresyonunun azalmasi ile EAE modelinde hastaligin

inhibisyon bildirilmistir.

siddeti hafiflemistir. JAK inhibisyonunun en iyi
gostergesinin STAT inhibisyonu oldugu ifade edilmistir
(25). Calismamizda ise STATI diizeylerinde, MS
grubunda diger gruplara gore ileri derecede anlamli artig
saptanmig olup sar1 kantaron ve ¢uha gruplarinda ise
istatistiksel olarak anlamli bir azalma go6zlenmistir
(Sekil 1). STAT1 diizeyinin azalmasi, verilen tedavi ile
hastaligin siddetinin hafiflediginin gostergesi kabul
edilebilir. Literatiir ile benzer olarak p-JAK2
seviyelerinde MS grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli artiy goézlenirken, her iki
tedavi grubundaki degerler kontrol grubuna benzer
bulunmustur. Ozellikle ¢uha cicegi yag ile beslenen
grupta p-JAK2 diizeyi igin istatistiksel olarak anlamli bir
azalis elde edilmistir (Sekil 3). JAK2 yolaginda ise p-
JAK2’ye benzer bulgular elde edilmistir (Sekil 4). p-
JAK2, JAK2’nin aktif hali oldugundan benzer
bulgularin elde edilmesi sinyal yolaginin mekanizmasi

ile uyumludur (21).

Etty N. Benveniste ve ark.’nin yaptig1 bir ¢aligmada
JAK/STAT sinyal yolagmin bozuklugunun, MS dahil
olmak tizere birgok otoimmiin hastaligin gelismesinde
etkili oldugu bulunmustur (25). Gergeklestirdigimiz
calismada da literatiir ile uyumlu sekilde JAK2 ve
STAT]I diizeylerinde ve aktif olan fosforile formlarinda,
kontrol ve MS gruplarinda anlamli farkliliklar
belirlenmigtir (Sekil 2 ve 4). Caligmamizda hem g¢uha
cicegi yag1 hem de sar1 kantaron yagi ile beslenen tedavi
gruplarinda STAT1, JAK2, p-STAT1 ve pJAK2’nin
ekspresyonlarinda MS grubuna gore anlamli derecede
azalma oldugunu bulduk. Bu durum daha O6nceki
calismamizda elde ettigimiz klinik tablodaki iyilesmeyi,
molekiiler diizeyde desteklemektedir. Simdiye kadar
yapilan caligmalarda sart kantaron ve c¢uha cicegi

Ozlerinin, farkli hastalik durumlarinda kullanildig:
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gosterilmistir  (22,26-30). Rezapour-Firouzi S. ve
arkadasglari, cuha ¢icegi yagimin MS hastalarinda tedavi
edici ve imminomodilatér etkileri oldugunu
belirlemigler ve MS hastalarinin relaps oranlarinda
azalma gozlemlemiglerdir (29). Ancak literatiirde sar1
kantaron ve ¢uha ¢icegi yaglariin MS patogenezinde
onemli JAK/STAT sinyal ekspresyonu iizerine etkisi
bildirilmemistir.

Sonu¢ olarak ¢alismamizda, MS modeli olusturulan
farelerde, MS patogenezi ile iliskilendirilmis
JAK/STAT yolundaki protein ekspresyonlarinin verilen
her iki tedavi modelinde de azaldigini, 6zellikle ¢uha
cicegi yag ile beslenen tedavi grubunda bu yolagin
ekspresyon diizeyini 6nemli derecede azalttigini
gosterdik. Bu sebeple bu ¢alismanin literatiire kiymetli
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