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OZET

TNBS ILE OLUSTURULMUS DENEYSEL KOLIT MODELINDE
DEKSPANTENOL’UN ETKIiSi

Demirtas S. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Fizyoloji (T1p)
Yiiksek Lisans Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2016.

Inflamatuar barsak hastaligi (IBH) patogenezinde, oksidatif stres ve inflamasyon dnemli
risk faktorleridir. Dekspantenol’iin antioksidan ve anti-inflamatuar etkisi tizerine pek ¢ok
calisma yapilmis olsada, ratlarda olusturulmus Trinitrobenzen Siilfonik Asid (TNBS) Kolit
modeli {lizerine etkilerinin arastirilmasi seklinde gerceklestirilmis bir ¢alismaya
rastlanilmamistir. Bu Dbilgiler 1s18inda, calismamizda antioksidan ve anti-inflamatuar
mekanizmalar araciligiyla, dekspantenol’iin (DXP) TNBS koliti iizerindeki etkileri

arastirildi.

Arastirmada, agirliklart 200-250g arasinda degisen toplam 30 Wistar tiirii sigan, DXP
kontrol (n=6), Sham kontrol (n=8), TNBS (n=8), TNBS+DXP (n=8) olmak iizere 4 deney
grubuna ayrildi. Sham grubuna serum fizyolojik, TNBS grubuna da TNBS Kkaniille
intrarektal olarak anestezi altinda verildi. DXP kontrol grubuna Kkolit yapilmadan,
TNBS+DXP grubuna da kolit sonrasi 3 giin boyunca 500 mg/kg dozunda DXP
intraperitonal olarak verildi. Kolit, 24 saat a¢ birakilmig ve barsaklar1 bosaltilmis ratlara, 8
cm uzunlugindaki bir kaniille anal orifisten % 37°lik etanol i¢inde ¢6ziinmiis 25 mg 2.,4,6-
trinitrobenzen siilfonik asid (TNBS) verilmesiyle gerceklestirildi. Kolit olusturulduktan
sonraki 4. giin hayvanlar sakrifiye edildi ve 10 cm’lik kolon segmenti ¢ikartildi.
Longitudinal olarak ikiye ayrilan kolon segmentleri biyokimyasal ve histopatolojik

incelemeye tabi tutuldu. Sonuglarin istatiksel analizi SPSS programi kullanilarak yapildi.

Dekspantenol, histolojik skorlama ile belirlendigi gibi kolon doku hasarinda belirgin
azalmaya neden oldu (p<0,05). Doku malondialdehid (MDA) seviyeleri TNBS grubunda,
Sham ve TNBS + DXP grubuna goére anlamli derecede yiiksekti (p<0,05). Bu degerler,
DXP ile tedavi edilen ratlarda anlamli derecede azaldi (p<0,05). Glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) enzim aktivitesi TNBS grubunda DXP kontrol ve TNBS+DXP gruplarina gore,
Stiperoksid dismutaz (SOD) enzim aktivitesi ise TNBS grubunda Sham kontrol ve
TNBS+DXP gruplarina gore diisiiktii. DXP tedavisi ile her iki antioksidan enzim aktivitesi

de TNBS grubuna gore artis gosterdi. Fakat bu artis GSH-Px’de anlamli iken (p<0,05),
xii



SOD aktivitesinde degildi (p>0,05). Katalaz (CAT) enzim aktivisinde ise gruplar arasinda
anlaml bir degisiklik gozlenmedi. Ayrica DXP tedavisi, kolit sonras1 kolon dokusunda
meydana gelen myeloperoksidaz (MPO) aktivite artisin1 da azaltti. Fakat bu etki yakin

olmasina ragmen anlamli seviyelere ulasmadi (p>0,05).

Dekspantenol antioksidan ve anti-inflamatuar 6zelliklere sahip goziikkmektedir. DXP ile
tedavi, ratlarda TNBS ile olusturulan kolitte kolon doku hasarini azaltma potansiyeli

tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Anti-inflamatuar, antioksidan, dekspantenol, inflamatuar barsak

hastaliklari, kolit.
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ABSTRACT

Demirtas S. Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Physiology
(Medicine) Graduate Program, Master Thesis, Aydin, 2015

Oxidative stress and inflammation are considerable risk factors in the in pathogenesis of
inflammatory bowell disease (IBD). Although many studies have done on the effects of
anti-inflamatory and antioxidant of dexpanthenol, it has not observed in the form of a study
that conducted to investigate the effects of Trinitrobenzen Sulfonic Asid (TNBS)-induced
colitis model in the rats. In accordance with this information, it is intended to invastigate
the effects of dexhpanthenol through the antioxidant and anti-inflammatory mechanisms in
TNBS-induced colitis.

In the research, for a total of 30 rats which weights ranging from 200-250 g, divide into 4
experimental groups as DXP control (n=6), Sham control (n=8), TNBS (n=8), and
TNBS+DXP (n=8). Saline was given to the Sham group and TNBS was given to the colitis
group with canula as intrarectal under anesthesia. DXP was given to the DXP group
without create colitis and given to the colitis group 3 days at a dose of 500 mg/kg
intraperitoneally. After fasting the animals overnight and emptying the colons on the
morning of experiment, inflammation was induced in the colon by the intrarectal
administration of 0,8 ml of a 25 mg 2,4,6-trinitrobenzen sulfonic acid (TNBS) dissolved in
37 % ethanol using an 8 cm-long cannula under anesthesia. Animals were sacrificed on
day 4. after induction of colitis and the last 10 cm of the colon was excised, opened
longitudinally. Longitudinal colon segments were subjected to biochemical and
histopathological examination. Statistical analyses of data were carried out using the SPSS

program.

Dexpanthenol caused a significant decrease in intestinal injury as determined by the
histological score (p<0.05). Tissue malondialdenyde (MDA) levels were higher in the
TNBS group than in the Sham and TNBS + DXP groups (p<0.05). These values were
reduced in the rats treated with DXP (p <0.05). Glutathione peroxidase (GSH-Px) enzyme
activity was lower in the TNBS group compared to DXP control and TNBS+DXP groups.
Superoxide dismutase (SOD) enzyme activity was lower in the TNBS group compared to
Shame control and TNBS groups. These antioxidant enzyme activities were increased by

DXP treatment compared to TNBS group. While the increase in GSH-Px activity was
Xiv



significant (p<0,05), but that in the SOD was not (p>0,05). And any significant change
wasnt observed between the groups in the catalase (CAT) enzyme activity. In addition,
treatment with DXP also reduced elevations in myeloperoxidase (MPO) activity occuring
in colonic tissue after induction of colitis. However, despite its closeness, it did not reach
the significant level (p>0.05).

Dexpanthenol seems to have anti-inflammatory and antioxidant properties. Therapy with

DXP carries a potential to reduce the intestinal injury on TNBS-induced colitis in rats.

Key words: Anti-inflamatory, antioksidan, dexpanthenol, inflamatory bowel disease,
colitis.
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1.GIRIS

Crohn hastalig1 (CH) ve Ulseratif Kolit (UK)’yi de icine alan Inflamatuar Barsak
Hastaliginin (IBH) etyolojisi hala tam olarak bilinmemekle beraber; genetik, immiinolojik
ve cevresel faktorler, gelismis iilkelerde daha yaygin olan bu hastalikta etken olarak
suglanmistir (Martin ve ark, 2006). IBH; intestinal inflamasyon ve mukozal doku hasariyla
baglar, bozulmus immun cevapla ilerler. Belirtileri, intestinal ve ekstraintestinaldir ve
yaygin olarak goriilen kronik seyirli bir gastrointestinal sistem hastaligidir (Ozkan, 2008).
Genetik yatkinlik, alevlenme-remisyon donemleri ile tanimlanan klinik seyir, barsak disi
belirtiler ve uzun siireli hastalikta goriilen kanser riski 6zellikleridir (Memik, 2004).
IBH’nin patogenezi multifaktoriyeldir ve hala tam olarak agiklanamamstir (Martins ve
Peppercorn, 2004). Ama patogenezinde enfeksiyoz, genetik, immunolojik ve inflamatuar
faktorlerin 6nemli oldugunu; doku hasarinin mekanizmasi ve molekiiler mediatdrlerin daha

iyi anlagilmasi géstermistir (Ardizzone ve Bianchi, 2002).

Inflamatuar barsak hastaliginda; lamina propria’da lenfosit, makrofaj ve diger
hiicrelerin infiltrasyonu gerceklesir, bu da immun sistem aktivasyonunun mevcudiyetini
gosterir (Goksoy ve Uzunismail, 2001). Nétrofil ve makrofajlarin iBH’de kolon doku
hasari; epitel biitiinligiine etki etmesine ve bunun yaninda reaktif oksijen tiirleri (ROS),
nitrojen metabolitleri, sitotoksik proteinler, litik enzimler ve sitokinler gibi mediyatorleri
saliverme kabiliyetine de bagli bulunmustur (Grisham ve ark, 1991; Yavuz ve ark, 1999).
Koliti de igine alan bir¢ok inflamatuar barsak hastaliginda ROS’un doku hasarinin
artmasinda etkisi vardir (Norris ve ark, 1982; Selve 1992; Liu ve ark, 2003). Intraseliiler
savunma sistemlerinin etkinligine bagli olarak serbest radikallerin olusturdugu doku
hasarmin derecesi ortaya c¢ikar. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
peroksidazlar gibi enzimler ve indirgenmis glutatyon (GSH) gibi cesitli serbest radikal

temizleyicileri savunma sistemlerini olusturur (Valko ve ark, 2007).

Bagirsaklarda immiin hiicresel cevabi1 ortaya c¢ikaran ¢ok sayida bilesik
tanimlanmistir. Bunlardan bazilari, asetik asit (Terzioglu ve ark, 1997), dinitroklorobenzen
(DNCB) veya 2,4,6-trinitrobenzen sulfonik asid (TNBS) (Norris ve ark, 1982; Selve,
1992). TNBS ile olusturulmus kolit, ilaglarin etkilerini gézlemlemede bir yaklasim olarak
kabul edilmistir ve deneysel model olarak yaygin kullanilmistir ki bunun nedeni insan
IBH’sine benzemesidir. Bu deneysel modelde, oksidatif stres ve polimorfoniikleer

1



hiicrelerin mukozal infiltrasyonu gergeklesir. Askorbat tarafindan siiperoksit anyonu (O- )
ve hidrojen peroksit (H,O,) verecek sekilde TNBS kolon mukozasinda metabolize edilir
(Morris ve ark, 1989; Grisham ve ark, 1991; Southey ve ark, 1997).

Farkli antioksidan ajanlar oksidanlara maruziyetten dolay1 koliti dnleme araci
olarak kullanilmigtir. Bunlardan bazilari, Vitamin E ve selenyum, N-asetilsistein
(Nosal’ova ve ark, 2000), melatonin (Pentney ve Bubenik,1995), askorbat (Simmonds ve
ark, 1999), Caffeic Acid Phenethyl Ester (CAPE) (Ek ve ark, 2008), Isirgan otu (Geng,
2009) ve resveratrol (RSV) (Yildiz, 2013). Calismamizdaki amag; TNBS ile olusturulmus
deneysel kolit modelinde, intraperitonal olarak verilen dekspantenolim TNBS Kkoliti
tizerindeki antioksidan ve anti-inflamatuar etkilerini, dokudaki MDA, MPO SOD, CAT,
VE GSH-PXdiizeylerini 6lgerek arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Inflamatuar Bagirsak Hastaliklar1 (IBH)

Inflamatuar barsak hastaliklan UK ve CH’yi icerir ve bunlar gastrointestinal
kanalin kronik inflamatuar hastaliklaridir. Endoskopik, klinik ve histolojik 6zelliklerinin
birlesimi ile teshis edilirler ancak tek basina bir bulgu, bir veya diger hastalik i¢in kesin
olarak tanisal degildir. Tanimlanmamis kolit olarakta sdylenen diger grupta ise bazi
hastalar iki hastalik arasinda degisen klinik bir tabloya sahiptir (Goldman, 2006). Belirgin
anormal immun cevap UK ve CH’nin karakterize 6zelligidir. Viicudun infeksiyona kars1
korunmas1 immun hiicrelerle gergeklesir ama IBH’li hastalarda immun sistem yabanci
maddeleri yakalama noktasinda, barsaktaki yiyecek, bakteri ve diger maddeleri ayirt
edemeyerek barsak hiicrelerine hiicum eder. Organizma bu siiregte 16kositleri kronik
inflamasyonun meydana geldigi yer olan barsak i¢ tabakalarina gondermektedir

(Kaymakoglu, 2001).

Inflamatuar barsak hastalign genellikle digkilama aliskanliklarinda degisiklikle
karakterizedir. Kronik seyirli bir hastaliktir. Basta Ingiltere, Kuzey Amerika ve Iskandinav
iilkeleri olmak iizere diinya iizerinde genis bir yayilim gosterir (Boztas, 2003). iBH nin
goriilme sikligr etnik topluluklar ve farkli irklar arasinda da degiskenlik gosterir. Diger dini
toplumlara goére Musevilerde, Asyalilara ve zencilere gore ise beyaz irkta daha fazla

rastlanir (Carpenter ve ark, 2002; Uzunoglu, 2005).

2.1.1. Crohn Hastahg

Potansiyel olarak gastrointestinal kanalin herhangi bir bolgesini ilgilendiren kronik
inflamasyon durumu olarak bilinen Crohn hastaligi genellikle ince barsak sonu ile kalin
bagirsak baglangicini etkiler. Bu hastalikta, bagirsagin biitiin tabakalari tutulmustur ve
hastalikli boliimler arasinda saglikli bagirsak dokusu devam etmektedir (Hyams, 1999).
[leum ve ¢ekumda hastalik (hastalarin % 40°1), ince barsaga lokalize hastalik (hastalarmn
%30) ve kolona lokalize hastalik (hastalarin%25) olmak tizere Chron hastalig1 ii¢c major
formdan biri ile ortaya ¢ikar. CH daha az siklikta, agiz, dil, 6zofagus, mide ve duodenum
gibi gastrointestinal kanalin daha proximal béliimlerini tutar (Goldman, 2006). Ust
gastrointestinal sistem tutulumlu CH’de tablo ¢ok belirgin degildir. Ozofagus tutulumunda
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disfaji, yanma olabilir (Kaymakoglu, 2001). Hastaligin siddeti, tutulum yeri, yayginlk
derecesi ve tutulan organ CH’deki semptom ve bulgular1 belirler. fleum en sik tutulan
organdir. Tipik olarak sag alt kadran agrisi, kitle ve diare ile karakterizedir. Supropubik
bolge veya sag alt kadranda hassasiyet fizik muayene ile tespit edilir. Ani baslayan kolik
tarzda karin agrilari, bulanti, kusma barsak liimeninde daralmaya bagli olarak olabilir.
Hastalarin % 70-90’1inda diare goriiliir. Eger rektum tutulumu varsa sik sik, az miktarda
tenezmle birlikte olan kanli mukuslu diare goriliir. Steatoreli veya steatoresiz sulu diare ise
diger formlarda gériiliir. UK’ya gére CH’de kanli diskilama daha az goriiliir. Ciddi diare,
agir malabsorbsiyon tablolar1 olan gastrokolik, ileokolik, kolokolik internal fistiiller bazi

hastalarda gelisebilir (William, 1999).

Chron hastaliginda inflamatuar, stenozan, fistiilizan klinik tip ayrimi yapilir. Karin
agrist, ates ve ishal inflamatuar formda on plandadir. Stenozan formda ise genelde
tekrarlayan intestinal obstriiksiyon bulgulari tabloya hakimdir. inflamasyondan ileri gelen
0dem ve spazm intestinal obstriikksiyonun nedeni olabilecegi gibi, tekrarlayan
alevlenmelerle gercek fibrozisin gelismesine bagli striktiir de neden olabilir (Kaymakoglu,
2001). CH tedavisinde aminosalisilatlar (5-ASA), steroidler, immun modifikatorler
(azatioprin (AZA), 6-Merkaptopurin (6-MP) ve metotrexat (MTX), antibiyotikler
(metronidazol, ampisilin, ciprofloksin ve digerleri) ve biyolojik tedavi (inflixamab)
kullanilir. Hastalarda ilaglar semptomlar1 kontrol edemedigi zaman cerrahi tedavi gerekli
olmaktadir. Crohn hastalarmin 2/3-3/4’i cerrahi tedavi almak zorunda kalmaktadirlar

(Sutherland ve ark, 1991; Rutgeerts 1998)

2.1.2. Ulseratif Kolit

Kronik bir gastrointestinal hastalik olan iilseratif kolit kalin barsak ile simirlidir. UK
barsagin tiim tabakalarini etkilemez. Esit ve siirekli bir dagilimda olacak sekilde sadece
kolonun iist tabakalarini etkilemektedir (Hildebrand ve ark, 1994). ilk olarak 1875yilinda
Wilks ve Mokon tarafindan tanimlanmistir (Cello ve Schneiderman, 1889). Biitiin diinyada
UK goriiliir ancak goriilme siklig1 cografi bolgelere ve irklara gore farklilik gdstermektedir
(Aytekin, 2001). Hastalik her yasta goriilmekle beraber, siklikla 30’lu yaslarda ortaya
cikmakta ve yashilikta tekrarlayabilmektedir (Aytekin, 2001; Boztas, 2003). Ulseratif
kolitte digkilama genellikle kanli, kramp tarzi karin agrisi ve tenezm ile birliktedir. Diyare

ya yavag ya da oldukga ani baglayabilir. Yorgunluk, istah ve kilo kayb1 yaygindir. Ciddi
4



kanama vakalarinda anemi meydana gelebilmektedir. Ayrica, deri lezyonlari, eklem agrisi,
gdz inflamasyonu ve karaciger hastaliklari birlikte goriilebilmektedir. Ulseratif kolitli
cocuklar gelisme ve bliylime yetersizligi gosterebilmektedirler (Hildebrand ve ark, 1994).
Ulseratif kolitte klinik tablo hastaligin siddetine ve kolonun tutulum yayginligma baglidr.
Ulseratif proktitde hastalik sadece rektumu tutar. Yaygim kolit veya pankolitte kolonun
herhangi bir kismimi ya da tiim kolonu tutabilir (Freidman ve ark, 2007). UK tutulum
yerine gore adlandirilmaktadir (Uzunismail, 2005). Ulseratif kolitin tutulum bdlgeleri ve

adlandirilmasi Tablo 1’de gosterilmektedir.

Tablo 1. Ulseratif kolitte tutulum yerleri ve isimlendirilmesi. Uzunismail (2005)’den
modifiye edilmistir.

TUTULUM YERI ISIMLENDIRILMESI
Rektum Ulseratif proktit (1/4 olguda)
Rektosigmoid Ulseratif proktosigmoidit
Rektosigmoid ve sol kolon Sol taraf koliti

Tiim kolon Pan kolit % 20 olguda

‘Geriye tagma iletisi’ olarak adlandirilan, iilser olmadan inflamasyonla karakterize
bir tablo vardir. Tiim kolonun tutuldugu bu vakalarda terminal ileumun birka¢ cm’lik
boliimii de tutulabilir ve lezyonlar olusabilir (Aytekin, 2001; Boztas, 2003; Serbet¢ioglu,
2004). Hastaligin baslangicinda hastalarin  yaklasik  %50’sinde  proktit (rektum
iltihaplanmasi) veya proktosigmoitid (sigmoid kolon tutulumu) bulunur ancak ilerleyen
yillarda hastalarin %30’undan fazlasinda hastalik tiim kolona yayilir. Sik sik tuvalete gitme
ihtiyact duyma ve az miktarda miikiis ve kan digkilama proktitli hastalarda goriiliir
(Carpenter, 2002). Inflamasyonun derecesine ve tutulum yerine bagl olarak giinde 20-25
kezi asan kanli mukuslu ishaller goriiliir. Klinik olarak UK’ nin agirlik derecesini belirtmek
icin degisik aktivite kriterleri getirilmistir. Bunlar icinde en ¢ok kullanilanlardan biri
Truelove ve Witts tarafindan gelistirilmis olamdir (Boztas, 2003). Ulseratif kolitte klinik

semptomlar tablo 2’de gosterilmektedir.



Tablo 2. Ulseratif kolitte Truelove ve Witts Klinik aktivite kriterleri. Boztas (2003)’den
modifiye edilmistir.

Semptom Hafif Orta Ciddi

Ishal say1s1/giin <4 >4 >6

Digkida kan Az Orta Cok

Ates Normal Normal >37.5°C
Tagikardi Yok Yok Nabi1z>90/dk
Anemi Yok Hafif <10gr/dI
Sedimantasyon normal <30mm/sa >30mm/sa

Ulseratif kolitli hastalarm %10-25’i ekstra kolonik bulgulara sahiptir (Boztas, 2003;
Freidman, 2007). Bu bulgular arasinda eklem rahatsizliklar1 (enteropatik artrit), gozde
episklerit ve deride kirmizi agrili nodiiller sayilabilir (Boztag, 2003). Chron hastaligina
gore UK’nin komplikasyonlaridaha azdir. Barsak perforasyonu, ciddi abdominal siskinlik,
derin iilserasyonlardan kanama ve normal ila¢ tedavilerine hasta cevabinin yetersizligi
komplikasyonlar1 arasmdadir. UK’I1 hastalar kolon kanseri igin yiiksek risktedirler ve
ilseratif kolitin semptomlari, hastalarin rahatsizlik duymadiklart ve olduk¢a uzun olan
alevlenmeler arasi remisyon donemleri ile gitme egilimi gosterirler (Stenson, 1999).
Genellikle kronik gidisli bir hastalik olan UK’nin intermittan tip denilen vakadaki
hastalarda bu kronik seyir siirecinde zaman zaman alevlenme ve remisyon donemi
olabilmektedir. Kronik kontinii tip vakasinda semptomlar hafiftir ve ayni zamanda
devamlidir. Bunlarin disinda iltihaph koliti taklit edecek sekilde ¢ok ani baslayip ciddi
tablolar olusturan akut UK vakalar1 da mevcuttur buna fulminan tip denir (Boztas, 2003).

Aminosalisilatlar (5-ASA), steroidler, immun modifikatorler (azatioprin, 6-MP ve
metotrexat), antibiyotikler (metronidazol, ampisilin, ciprofloksin ve digerleri) UK’da
kullanilan 4 ana smif ilactir. Ulseratif kolitli hastalarm % 25- % 33’iinde tibbi tedavi
tamamen bagarili degildir ve komplikasyonlar ortaya ¢ikabilmektedir. Boyle bir durumda
cerrahi tedavi diisiiniilmektedir. Ulseratif kolit kolon uzaklastirildiginda tedavi edilmis

olup CH’ de oldugu gibi cerrahiden sonra tekrarlanmaz (Yildiz, 2013).

2.2. Inflamatuar Barsak Hastaliginda Epidemiyoloji

Immiinolojik, genetik ve cevresel faktorlerin rol oynadigi multifaktdriyel bir

hastalik grubu olan IBH’nin nedeni halen tam olarak aydinlatilamamustir (Cromer ve ark,
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2011). Cografi dagilimi ve seyri degisken olan IBH’nin nispeten seyrek goriilmesi ve
klinik tablonun bazi olgularda diger inflamatuar olmayan hastaliklardan kolay ayirt
edilmeyecek kadar hafif olabilmesi tanida gecikmeye yol agmaktadir. Bununla birlikte
kesin taninin kolonoskopi, histopatolaji ve radyoloji ile konmasi ve de birinci basamak tani
merkezlerinde bu tetkiklerin bulunmayis1 bir sinirhiliktir. Ayrica infeksiyoz kolitlerin bu
hastaliklarla karigabilmesi ve CH/UK ayrimmin kolay yapilamamasi epidemiyolojik
calismalarda Kkarsilasilan diger giigliiklerdir. Yapilan calismalarda -fast food- yeme
aliskanhigi ve rafine seker ile IBH arasinda iliski kurulmus ama bu tam netlik
kazanmamustir. Yanmis yaglarin defalarca kullanilmasi 6zellikle bir risk faktoriidiir. Dis
macunu katkilari, yiyeceklerdeki katki maddeleri, boyalar ve tatlandiricilarin CH’nin
olusumunda suglandiklar1 bilinmektedir. Ozellikle egitimli, sosyoekonomik diizeyi yiiksek
kisilerde, sehirlerde yasayan, ofiste ¢alisanlarda IBH goriilmektedir. (Andres ve Friedman,
1999). Patogenezinde en az anlasilan cevresel faktorlerin etkisidir. Gegen 50 yil iginde az
gelismis tilkelerde ilerleyen endiistrilesme ile hastaligin artmasi ve gelismis diinyada
CH’nin sikhigindaki goéze c¢arpan artisla, cevresel etkenlerin rolii desteklenmistir.
Nonfermante ve steril gidalarin tiiketimi, gelismis hijyen, intestinal patojenlere ilk maruz
kalma yas1 ve agilamayi igeren c¢evresel etkenler barsak miktoflorasinin, mukozal immun
sistemin veya her ikisininde gelismesini etkileyebilir (Shanahan, 2002). Gelismis iilkelerde
IBH daha yaygindir. Anlamli derecede kuzey giiney varyasyonu vardir. Tasra bdlgelerine
gore sehir toplumlarinda daha sik goriiliir. Biitiin bunlara bagli olarak sehirlesme,
hastaligin olusumuna katkida bulunan bir faktor olarak diisiiniilebilir. Sigara igme, gilines
15181ina maruz kalmada degisimler, diyetteki degisiklikler, hava kirliligi ve endiistriyel
kimyasallar gibi hayat tarzindaki degisikliklerin IBH olusumunu arttirdig ileri siiriilmiistiir
(Hanauer, 2006). Sigara igme en ¢ok dikkat geken cevresel faktorlerden biridir (Yildiz
2013). Bir¢ok hastalik grubunda ve CH’de sigara igmenin negatif etkisi varken, UK’da
koruyucu etkisi oldugu anlasilmistir. Sigara i¢meyenlerin igenlere gore hastaliga
yakalanma riski daha fazlayken, risk sigarayi birakanlarda daha fazla olmaktadir (Aytekin,
2001; Freidman ve Blumerg, 2001).

Inflamatuar barsak hastaliklar1 genel olarak Kuzey Amerika, Avrupa’nin kuzeyi ve
Avusturalya’da sik goriilmektedir. Kuzey Amerika’da insidansi her 100,000 kiside 6 ile
15,6 arasindadir. Prevalans1 38-246/100.000 kisidir. Asya, Afrika ve Latin Amerika’daki
insidans 0,6-6/100.000 olarak saptanmstir (Loftus, 2004). Ulseratif kolit insidans
yahudilerde diger etnik gruplardan sik olarak goriilmektedir (Sandler ve Loftus, 2004).
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Herhangi bir yasta meydana gelebilmesine ragmen, iBH baglamasi en sik 15-30 yaslarinda
goriiliir. Vakalarin yaklasik %10’u 18 yasindan geng bireylerdir. Crohn hastalig
kadinlarda daha fazla goriiliirken, tlseratif kolit erkeklerde kadinlara gére daha sik
goriilmektedir (Loftus, 2004). 2009 yilinda Tiirkiye’de yapilan 12 merkezin katildig:
calismada 661 UK ve 216 CH tanimlanmstir. UK insidans1 4.4/100.000, CH insidans1 ise
2,2 olarak gosterilmistir. Bu sikliklar gelismis iilkelere gore diisiik saptansa da Asya’dan
yiiksektir. IBH’ler en sik 20-40 yas aras1 erkek hasta grubunda gdzlenmektedir (Tozun ve
ark, 2009). iBH igin en biiyiik gdrece risk, birinci derece akrabalar arasinda bulunur. Bu da
giiclii bir genetik komponenti 6nerir (Yildiz, 2013). Yine UK’nin birinci derecede
akrabalarda goriilme oranmin %5,2 olmasi hastaligin ailevi yatkinligi oldugunu
diistindiirmektedir (Boztas,2003). Bunun yani sira monozigotikizlerde % 8 iken dizigot
ikizlerde % 0’dir (Friedman ve Blumerg, 2001).

2.3. Inflamatuar Barsak Hastahginda Klinik

Crohn hastalig1 ve Ulseratif kolitin bulgular: rektal kanama, ciddi diyare, abdominal
agr1, ates ve kilo kaybidir. CH ince ve kalin barsagi, UK kalin barsag: tutar. Histolojik
incelemede CH’de graniilomatdz inflamasyonda aktif l6kositler 6zellikle polimorfoniikleer
16kositler, lenfositler ve monositler tespit edilir. Inflamatuar infiltratla beraber transmural
hasar, azalmis goblet hiicreleri, azalmis mukus sekresyonu, kript hiicre hiperplazisi,
erozyon ve iilserler goriiliir (Chidlow ve ark, 2007). UK ve CH arasindaki farklar asagida
tablo 3’deki gibidir.



Tablo 3. Ulseratif kolit ve Crohn hastalig1 arasindaki farklar. William (1999)’dan
modifiye edilmistir.

Ulseratif kolit Crohn hastalig
Diare ++ ++
Rektal kanama ++ +
Karm agris1 + ++
Palpable kitle Yok +
Fistiil +- ++
Striktiir + ++
Rektal tutulum ++ +
Ekstreintestinal manifestasyon % 95 % 50
Toksik magakolon +++ ++
Operasyondan sonra tekrar Yok +
Malignite ++ +

2.4. Inflamatuar Barsak HastahgindaPatogenez

IBH patogenezinde konak faktorleri ve gevresel faktdrler Snemlidir bununla birlikte
IBH'de genetik faktdrlerin rolii artik kabul edilmektedir. Etyolojisi karmakarisik olan
IBHnin patogenezi &zellikle 1950 sonrasinda genetik ve immiinolojik ¢aligmalar
sayesinde aydinlatilmaya calisilmistir (Laharie ve ark, 2001). IBH tetiklenmesinde
ozellikle genetik zemini uygun bireylerde dogal ve kazanilmis immiin yanittaki bozulma
ve intestinal bariyer fonksiyonunda degisme, luminal faktorlerin de etkisiyle dnemli rol
oynar (Xavier ve Podolsky, 2007). Yapilan son arastirmalar gore kurulan hipotez ise,
immiin sistemin artik normal baskilamasini yapamayip, viicudun kendi normal florasina
karst anormal i1mmiin cevap gelistirmesi seklindedir. Bunun sebebi ise, immiin
mediatorlerdeki diizensizlik veya bariyer fonksiyonlarinda bozukluk gibi nedenlerle siirekli
inflamatuar bakteri {riinleri ile karst karsiya kalmasi ve tolerans kaybina ugrayan immiin
sistemin artik normal baskilamasini yapamamasidir. Bu nedenle ¢evresel tetikleyici
etmenler, bakteriyel ve viral organizmalara ve son yiizyilda gida iiretimi ve tiikketiminde
meydana gelen belirgin degisimler sonucu kolon mikroflorasindaki olasi degisikliklere
odaklanmakta ve hangi bakteriyel tiirlerin gastrointestinal kolonizasyon yapacagi
konusunda genetik faktorler 6nem kazanmaktadir (Blumberg ve Strober, 2001). Sekil 1°de

IBH patogenezinde genetik zeminin UK ve CH igin en 6nemli faktdrlerden biri oldugu

gosterilmektedir.



IBH patogenez

Cevresel faktorler ——>» Mikroorganizmalar

v

Konak

faktorleri
Bariyer

fonksiyonu iBH

Dogal ve
kazanilmig immun
Genetik yanitta bozulma
NOD2, IBDS,
IL23R..........

IBH: Inflamatuvar bagirsak hastalig:.

Sekil 1. IBH patogenezi. Xavier ve Podolsky (2007)’den modifiye edilmistir.

Inflamatuar barsak hastalig1 olan kisilerde giilii genetik yatkinlik oldugu yapilan
calismalar tarafindan gosterilmistir. IBH’li bireylerin birinci derece akrabalarinda IBH
goriilme riski 4 ila 20 kat artmistir (Orholm ve ark, 1991; Podolsky, 2002). IBH’li
bireylerde farkli kromozomlardaki gesitli genler sorumlu tutulmustur ki bunlardan en ¢ok
tizerinde durulan NOD2 (Nucleotide-binding oligomerzation domain-containing protein 2)
olarakta bilinen CARD-15 (Caspase recruitment domain-containing protein) genidir.
NOD?2 geni makrofajlarda ve panet hiicrelerinde eksprese edilir. Genin varyant formunun
bakterilerin peptidoglikan tabakasina karsi duyarliligi azaltmasiyla bakteriler konakta
immun sistemin ilk basamagmi by-pass etmis olur ve mukozal immun sistemde artmis
stimiilasyona neden olur (Martins ve Peppercorn, 2004). NOD2 ve iBH ile ilgili yapilan
caligmalarda, sadece NOD2 yolunun bozuk regiilasyonunun, intestinal inflamasyonu
tamamiyla uyarmak icin yetersiz olabilecegi ve NOD2 mutasyonu tasiyan hastalarda Crohn
hastalig1 gelismesi igin bagka ilave katkida bulunan faktorlerin gerekli oldugu bildirilmistir
(Abraham ve Cho, 2009).
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Hastalik insidansinin Musevilerde Musevi olmayanlara gore, beyaz irkta siyah
irkagore yiiksek olmasi, birinci derece akrabalarda goriilme oraninin %10 olmasi ve
monozigot ikizlerde hastaligin insidansinda artis gozlenmesi iilseratif kolitte genetik
faktorlerin etkisini destekleyen bulgulardir (Cello ve Schneiderman, 1989; Uzunismail,
2005). Cevresel faktorlerin, genetik yatkinligin saklandigi bazi genleri modiileettigi
diisiiniilmektedir. HLA DR-2, DR-B1-0103, DR-12 bu gruplardan sayilabilir. UK’l1
hastalarda HLA DR-B1*1502 aleli ile pozitif bir iligki, DR B1*13 aleli ile negatif bir iliski
saptanmistir (Devecioglu, 1996). Monozigot ikizlerde insidans artmistir. Hastaligin
yaygiligr ve siddeti ile medikal tedaviye cevabi gibi klinik fenotipi belirleyen genler ile
hastaliga yatkinligi belirleyen ve hastalik spesifitesini etkileyen genler farklh
goriinmektedir (Tysk, 1988). Neticede, neden olan uyaran ne olursa olsun inflamatuar yanit
tetiklenmektedir (Sekil 2). Akibetinde de makrofajlardan salinan sitokinler, 6zellikle TNF-
o (Timér nekrozis faktor- alfa) ve IL-2 (interldkin-2), T hiicrelerini sitotoksik hale
getirmekte, proliferasyonlarint uyarmaktadir. Bu yanit oOzellikle yardimer T ve B
hiicrelerini stimiile eder, bdylelikle hem 06zgiil olmayan sitotoksik etkiyi hem de 6zgiil
antikor yapimini arttirarak, antikora bagimli sitotoksisiteyi koriiklemektedir. Sonug olarak,
lenfositlerle birlikte diger 10kositlerin de eklenmesiyle arasidonik asit metabolizmasindaki

tiriinler ve serbest oksijen radikalleri nedeni ile doku yikimi olusur (Asik, 1998).

Genetik Cevresel
vatkmhik faktorler -

Ulseratif

kolit Crobn

Sk Hast.
\ ) TNF-<t, INF-Y
L1, ka2
inflamasyon

Sekil 2.IBH etiyolojisinde genetik, ¢evresel ve konak¢1 immiin cevap faktorleri. Baykal
(2005)’den modifiye edilmistir.
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Reaktif oksijen metabolitleri (ROM), kolon epitelinin apikal kisminda bulunan
koruyucu musin tabakasini yikarak mukozal bariyeri ortadan kaldirir. Bu sekilde fagositik
l6kositlerin infiltrasyonuna ve bakteriyel toksinlerin lamina propriaya difiizyonuna neden
olur. Lokosit infiltrasyonu ve aktivasyonu ise ROM’un iiretimini daha da arttirarak
meydana gelen hasara katkida bulunmaktadir. ROM’un ortadan kaldirilmasi ile deneysel
kolitte doku hasarmin hafifletildigi yapilan arastirmalarda gosterilmistir (Grisham ve
Granger, 1988). Reaktif oksijen radikalleri, lipid membran peroksidasyonu, protein
denaturasyonu ve DNA hasar1 yapar ve bdylece hiicre ve doku diizeyinde hasara yol
acarlar. Inflamasyonlu dokuda nétrofil infiltrasyonu; MPO enzimi araciligiyla, giiclii
sitotoksik oksidanlarin ortaya g¢ikmasini kolaylastirir (Girgin ve ark, 2000). Hiicre
membranindaki poliansatiire yag asitleri bu serbest oksijen radikalleri ile hizla reaksiyona
girerve sonug olarak lipid peroksidasyonu meydana gelir (Haliwell, 1989; Karihtala ve
Soini, 2007). Olusan lipid peroksil radikalleri; hidroperoksidlere, hidroperoksidler de daha
zararl radikal Ozelligi olan aldehitlere doniisiirler. MDA bu aldehidler iginde en ¢ok
bilinenidir. Neticede bir dokuda MDA seviyesinin artmasi serbest oksijen radikallerinin ve
bunlara bagli olarak da yikimin arttigin1 gosterir (Slater, 1984). Doku hasarinin
olugmasinda hiicrelerin enerji metabolizmalarinin bozulmasi o6nemli olabilir. Bu,
patogenezde oksijen radikallerinin yerini ve antioksidan tedavinin de anlamli bir yaklagim

oldugunu gostermektedir (Mckenzie ve ark, 1996).

Inflamatuar barsak hastaliginda barsak florasinin saglikli insanlardan farkli oldugu
gozlenmistir. Yapilan calismalarda UK hastalarinin  barsak florasinda Bacteroides
vulgatus’un en sik izole edilen ve konsantrasyonu en yiiksek olan bakteri oldugu vebu
hastalarin serumlarinda Bacillus vulgatus, Bacteroides fragilis ve Clostridium ramosum
aglutinin titrelerinin de kontrollerdekinden daha yiiksek bulundugu tespit edilmistir
(Matsuda ve ark, 2000). Inflamatuar barsak hastaliginin gelisimi igin luminal floranin
gereklidir kanisina yapilan hayvan deneyleri ile varilmistir. Genetik olarak yatkin
hayvanlar dogustan itibaren mikropdan arindirilmis ortamda tutulmuslardir ve bu
hayvanlarda immun sistem aktivasyonu ve kolit gelismedigi tespit edilmistir. Ayni
hayvanlar luminal flora edindiklerinde immun sistemlerinin aktive oldugu ve kolit gelistigi

goriilmiistiir (Hay ve Hay, 1992).

Appendektomi erken yaslarda yapildiginda, CH olan bireylerde risk arttiric etkiye
sahipken UK olanlarda koruyucu rol oynamaktadir (Loftus, 2004). Gastrointestinal sistem
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(GIS) ve otonom sinir sitemini énemli derecede etkileyen fizyolojik stress UK hastalarinda
onemli bir faktor olup uzun siireli kronik stres durumlarinda hastaligin alevlenme riski

artar (Levenstein, 2000).

Diyet, perinatal ve c¢ocukluk infeksiyonlar1 veya atipik mikobakteriyel
infeksiyonlarve oral kontraseptifler gibi diger faktdrlerin de IBH nin ortaya cikisinda bir
rol oynayabilecegi ileri siiriilmekle beraber heniiz ispatlanmamistir (Feldman ve ark,
2006). CH igin risk faktorii olan oral kontraseptif kullannmmin UK iizerindeki etkisi
belirgin degildir. Bu sekilde olan dogum kontroliiniin UK relapslarmni etkileyebilecegi
soylenmistir. IBH’de beslenme ve diyetinde etkin oldugu bilinmektedir. Siit {iriinlerinin
agirlikli oldugu diyet ve lifli besinlerden yoksun bir beslenmenin UK relapslariyla ilgili
oldugu goriisii hakimdir (Lukas ve ark, 2006).

Yapilan bazi ¢alismalarda Mycobacterium paratiiberclosis CH olanlarda tespit
edilmis, tedavi i¢in uygun antibiyotik kullanilmis ama hastaligin iyilesmedigi goriilmiistiir
(Bozbasg, 2004; Uzunismail, 2005). Arastirmalar sonucu genetik yatkinligi olan kisilerde

bakterilerin hastalik etkeni olabilecegi savunulmaktadir (Campieri ve Gionchetti, 2001).

2.5. Inflamatuar Barsak Hastaliginda Tedavi

Inflamasyonun azaltilmasi, semptomatik iyilesmenin saglanmasi, hastalik
belirtilerinin sonmesi ve bunun devamliliginin saglanmasi, ayrica hastanin beslenmesinin
diizeltilmesi IBH tedavisindeki amaglardir (Kaymakoglu, 2001). Hastaligin tutulum yerine
ve klinik derecesine gore hastanin tedavisi farklilik gosterir (Boztag, 2003). Halen
hastaligin tamamen iyilestirilmesi ve tekrarinin onlenmesi saglanamamistir (Serbetgioglu,
2004). IBH’li hastalarin ¢ogunun genis ¢apli bakima ihtiyaci vardir. Bunun nedeni de
hastaligin hayatin bir¢ok yoniinii etkilemesidir. Tedavi; beslenme, psikososyal destek,
barsak hastaligiin kontrolii ve ekstraintestinal tutulumlari icerecek sekilde olmalidir. IBH
tedavisi bir piramit sisteminden olusmaktadir. Aminosalisilatlar hafif ya da orta siddette
koliti olan hastalarda kullanilirken, hastalik alevlenmelerinde de c¢ogunlukla
kortikosteroidler kullanilmaktadir (Podolsky, 2002). Tedavide en ¢ok kullanilan bu
ilaglardan tedavide olumlu yanit alinamazsa giiclii immiinomodiilatér olan siklosporin
kullanilmaktadir (Oktay,2001; Boztas, 2003). Ila¢ tedavisinin yetersiz kaldig1 durumlarda
cerrahi tedaviye yonelinir (Boztas, 2003).
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2.5.1. Aminosalisilatlar

Lokal veya oral yol ile kullanilmaktadir (Oktay, 2001). IBH’de uzun zamandir
remisyonun indiiksiyonu ve bunun devam etmesinde ilk sirayr aminosalisilatlar (ASA)

almistir. Stilfasalazin, siilfapiridin ve 5-aminosalisilik asitten (5-ASA) olusur.

Kolonda bakteriyel flora 5-ASA’y1 agiga ¢ikarir ve 5-ASA da lokal olarak anti-
inflamatuar etki gosterir (Martins ve Peppercorn, 2004). Hafif ve orta derecede hastaligin
tedavisinde ve remisyonun saglanmasinda 5-ASA ve sulfasalazin etkili olan ilaglardir.
Sulfasalazin 5-ASA’dan kaynaklanan anti-intinflamatuar etkiye sahip olmakla beraber
sulfapiridinden kaynaklanan antibakteriyel 6zellige sahiptir. Oral olarak alinir, bir kismi
jejenumda emilir geri kalan1 kolona gecer ve burda azorediiktaz enzimi (bakteriyel
kokenli) ile sulfapiridin ve 5-ASA’ya ayrilir. 5-ASA mukozadan emilmediginden dolay1
kolonda intraluminal, lokal tedavi edici etkisini gosterir. Sulfapiridin grubu ise yan
etkilerden sorumludur (Goksel ve Uzunismail, 2001; Tezel, 2006).

2.5.2. Kortikosteroidler

Orta ve ciddi siddetteki IBH’li hastalarda kullanilmakta olup UK’nin alevlenme
donemlerinde hizli ve etkin olarak bulgular1 azalttiklar1 i¢in hala Onem tasirlar.
Proinflamatuar sitokin {iretiminin azalmasi, arasidonik asit olusumunun engellenmesi ve
16kosit fonksiyonlarinin degismesi gibi etki mekanizmalarina sahiptirler (Haderslev ve ark,
2000). Uzun dénemli kullanildiklarinda sivi retansiyonu, psikolojik bozukluklar, miyopati,
kilo artisi, osteoproz ve katarakt gibi yan etkileri oldugundan uzun siire kullanim igin

uygun olmamaktadirlar (Boztas, 2003).

2.5.3. Immiinmodiilatér (immiinosupresif) ilaclar

Steroide direngli olgularda ve steroid dozu azaltilinca semptomlarin yeniden
basladigi durumlarda yani ilacin etkisiz oldugu ve siirekli steroid kullanilamayacag:
durumlarda immiinsupressif ilaglardan faydalanilir (Uzunismail,2005). Bu ilaglar etkilerini
lenfositlerin aktivasyonunu, poliferasyonunu ve bazi mekanizmalar1 bloke ederek etkilerini

gosterirler (Oktay, 2001). Azatioprin (AZA), Metatoraksat (MTX),6 Merkaptopurin (6-
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MP), Siklosporin (CSA) ve digerleri immiinosupresif ilaglar arasindadir (Oktay, 2001;
Uzunismail, 2005; Freidman ve ark, 2007; Kozuch ve Hanauer, 2008).

2.5.4. Antibiyotikler

Mikrobiyal ajanlar inflamasyonu uyaran etkenler olarak diisiiniiliir. Dolayisiyla
tedavide antibiyotikler kullanilmaya baslamistir. Cok fazla tercih nedeni degildir ¢linkii
sepsis disinda UK tedavisinde pek bir etkileri yoktur (Oktay, 2001; Campieri ve
Gionchetti, 2001).

2.5.5. Nutrisyonel tedavi

Tibbi tedavinin yaninda beslenme seklinin degistirilmesi hastaligin tedavi siirecine
fayda saglamaktadir. Kafein, siit laktozu, turunggiller, bugday ve bugdaygiller ve misir gibi
gluteinli besinlerin IBH’yi tetikledigini yapilan calismalar gostermistir (Hadley ve
Gaarder, 2005).

2.5.6. Cerrahi Tedavi

Tibbi tedavi yetersizligi veya basarisizligi gibi durumlarda ve kanser gelismesi veya
gelisme riski olmasi hallerinde cerrahi tedaviye yonlenilir (Oktay, 2001; Carpenter ve ark,
2002; Freidman ve ark, 2007). Bu gibi durumlarda UK’li hastalarda kolonun tiimii
hastaligin yayginligina bakilmaksizin ¢ikarilmalidir (Kayhan, 1993; Oktay, 2001).

2.6. Deneysel Kolit Modelleri

Inflamatuar barsak hastaliklarinin patogenezinde bulunan mekanizmalari incelemek
icin deney hayvanlarinda gesitli ajanlar kullanilarak akut ve kronik inflamasyon modelleri
gelistirilmistir (Oktar ve Alican, 2000) . Insan IBH’sine benzer olan ve barsagin morfolojik
degisikliklerini, inflamasyonu ve semptomlari patofizyolojiyi yansitacak nitelikte olan
uygun hayvan modeli olmalidir. Bunun yaninda immiin sistem ve genetik ozellikleri iyi

bilinen denek secilmelidir (Azili, 2007).
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Deneysel kolit i¢in kullanilan hayvan modelleri 4 grupta toplanir. Bunlar; genleri
hedefleyerek olusturulan modeller, sponton modeller, immiin defisitli hayvanlara 6zel
hiicre populasyonlarinin nakledildigi transfer modeller ve ekzojen ajanlarla indiiklenen
modellerdir. Akut ya da kronik intestinal inflamasyon i¢in kullanilabilen bu modeller
insandaki IBH’yi tam olarak yansitmaz (Isik, 2009).

Kimyasal ajanlarla da uyarilan kolit modelleri gelistirilmistir. Asetik asit (AA),
trinitrobenzensulfonik asit (TNBS) ve dekstran sodyum siilfat (DDS) gibi kimyasallar
kroniklesebilecek bir inflamasyon olusturma kabiliyetindedirler. Her {i¢iiniin olusturdugu

harslar i¢in ayni1 histolojik olaylar ve mekanizma gecerlidir (isman, 2002).

2.6.1. Trinitrobenzen Siilfonik Asit (TNBS) Kolit Modeli

Akut ve kronik intestinal inflamasyon, bazi kimyasallarla ratlarin kolonlar
hassaslastirilarak olusturulabilir. Bariyer kirici etanol ve hapten karistminin intrarektal
verilmesiyle barsaklarda kolonik hasar olusur (Morris ve ark, 1989). Trinitrobenzen
stilfonik asit koliti, etanolde ¢oziinmiis TNBS hapteni ile olusturulan bir kolit modelidir.
Barsaklarda kronik inflamasyon ve iilserasyonlara uyardig: hiicresel immunite ile neden
olur. Bu kolit modelinde, deneysel peryod kisadir, farkli deney hayvanlarinda kolit
olusturulabilir, ¢ok az miktarda madde gerektirir ve insan IBH’sine benzerlik ¢oktur. Bu

nedenlerdendir ki tercih sebebidir (Yildiz, 2013).

TNBS’nin etanol iginde ¢oziilerek verilmesinin nedeni, etanoliin epitel tabakasini
yararak alttaki lamina proprianin bakteriyel komponentlere maruz kalmasini saglamasidir
(Ozkan, 2008). TNBS-etanol ile mukoza biitiinliigii bozulur, TNBS kolon duvarinmn
proteinlerine baglanir ve proteini modifiye eder. Neticede protein-TNBS kompleksi T
lenfositleri ve makrofajlarca antijen olarak goriiliir, inflamasyon baslamis olur. Insan
IBH’sine ¢ok ydnden benzerlik gdstermesi bakimindan, kronik kolon inflamasyonunu
etiyopatalojisini aydinlatmasinda ve terapotik modellerin degerlendirilmesinde oldukga

uygun bir modeldir (Yavuz, 1997; Isman, 2002; Serbetcioglu, 2004).

TNBS koliti ratlarda transmural graniilamatéz inflamasyona ve buna baglh olarak
kilo kaybi, barsak duvarinda kalinlasma ve siddetli diareye sebep olur. Kronik kolitte
mukozal immun sistem aktivasyonu lenfosit ve 6zellikle de CD4+T hiicrelerinin lamina

propriada toplanmasiyla birliktedir (Neurath, 1995).
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2.7. Serbest Radikaller

Serbest radikaller dis orbitalinde bir veya birden fazla eslesmemis elektron igerirler.
Bagimsiz olarak bulunabilen, kimyasal reaktiviteleri yiiksek olan molekiil ya da
bilesiklerdir. Pozitif veya negatif yiiklii ya da elektriksel olarak nétiirdiirler. Ust kisma
yazilan bir nokta ile paylagilmamis elektronu gosterilir. H atomu, O, molekiilii ve bir¢ok
gecis metal iyonu bu tanimin igine girer (Senel, 2005; Emekli, 2006). Kimyasal olarak
kararsiz yapida olan serbest radikaller stabil duruma gegebilmek igin diger molekiillerle
hizla reaksiyona girerek eslesmemis elektronlarin1 paylasirlar. Reaksiyona girdikleri
molekiillerin bir elektronu azaldigindan bunlarda reaktif duruma gelmis olur. Boylece bu

reaksiyon zincirleme devam eder (Yilmaz, 2008).

Serbest radikallar organizmada normal metabolizma sirasinda olusur. Aerobik
yasam i¢in mutlak gerekli olan oksijenin % 95’inde fazlas1 mitokondrilerde ATP formunda
enerji olusumunda kullanilmaktadir. Geri kan % 5 ‘i ise fazlasiyla toksik olan ROS’a
doniisiir (Cantiirk ve Sayek, 2005). Bununla birlikte c¢esitli dis etkenler de serbest
radikallerin olusmasinda etkilidir. Kimyasal ve radyasyon, oksijen ve diger gaz
yaralanmalar1, fagositik hiicrelerle mikrobiyal 6ldiirme, makrofajlarla timoér yikimi, hiicre
yaslanmasi ve inflamatuar hasar gibi cesitli olaylar sonucu 6zellikle reaktif oksijen tiirleri
olusmaktadir (Nakazawa ve ark, 1996). Yasam siireleri olduk¢a kisadir ama yapilarindaki
dengesizlik sebebiyle ¢ok aktif yapilidirlar, tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilirler
(Halliwell 1996; Nakazawa ve ark, 1996).

Hiicrede bulunan baglica serbest radikaller; siiperoksid radikali (O;7),
hidroksilradikali (OH"), hidroperoksil radikali (HO,"), hidrojen peroksit (H.0,) ve
nitrikoksittir (NO*) (Williams ve ark, 1990). Serbest radikaller, sinirlerdeki iletigsimi
azaltarak, enzim aktivitesinde degisiklik yaparak, DNA hasar1 ve buna bagli mutasyonlar
olusturarak hiicre yapisinda bozulma saglayip lipid peroksidasyonuna sebep olarak,
koenzimlerin etkilerini yavaglatarak ve protein ve diger molekiiller ile kovalen bag

olusturarak hiicrede hasarlara neden olur (Emekli ve ark, 2008).
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2.7.1 Serbest Radikal Cesitleri
-Siiperoksit Radikali ( O,")

Molekiiler oksijen dis orbitallerinde paylasilmamis iki elektron igerir. Bu
elektronlar paylasilmadiginda, ayr1 ayri orbitallerde bulunduklarinda ve spinleri ayn1 yonde
oldugu zaman en diisiik enerji seviyesindedirler. Bu dis orbitallerden her biri birer elektron
daha kabul edebilir. Bu orbitallerin tek elektron almasi ile siiperoksit anyonu (siiperoksit

radikali, O, ") olusur (Fridovich, 1975).
O, + e =0,

Stiperoksit radikalinin énemi H,O, kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarinin
indirgeyicisi olmasidir, diger tiirli biyolojik dokulara direkt olarak fazla zarar vermez.

(Greenwald, 1991).
0, +0,+2H"  — H,0, +0;
Fe 2 +0,0 Fe ** + 0y
Cu*+0, > Cu*?+0;

Stiperoksit fizyolojik bir serbest radikal olan NO ile birlesir ve reaktif bir oksijen
tiirevi olan peroksinitrit (ONOQ) olusur. Béylece NO'in normal etkisi inhibe edilmis olur.
Peroksinitlerin dogrudan proteinlere zararli etkileri vardir ve ayrica azot dioksit (NOy),
hidroksil radikali (OH") ve nitronyum iyonu (NO; ) gibi farkli toksik {irinlere doniisiirler
(Grace, 1994).

O, + NO -ONOO
-Hidrojen Peroksit (H,0,)

Uzun 6miirlii bir oksidan olan H,O, membranlardan kolayca geger ve asil tiretimi
biyolojik sistemlerde siiperoksidin dismutasyonu ile gerceklesir. iki O,  molekiilii iki

proton alarak H,O; ve molekiiler oksijeni olustururlar:
2 02_ + 2H+—) 02 + HzOZ

Hidrojen peroksit O, ile reaksiyona girip en reaktif ve zarar verici serbest oksijen

radikali olan hidroksil radikali olusturmak tizere kolaylikla yikilabildiginden, bir serbest
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radikal olmamasina ragmen reaktif oksijen tiirleri icinde sayilir ve serbest radikal

biyokimyasinda 6nemli bir yeri vardir (Erden, 1992).
-Hidroksil Radikali (OH )

Fenton reaksiyonu denilen yani hidrojen peroksitin geg¢is metalleri varliginda
indirgenmesi ile olusan hidroksil radikali son derece reaktiftir. Fenton reaksiyonunun
yaninda hidrojen peroksitin stiperoksit radikali ile reaksiyonu sonucunda da (Haber-Weiss
reaksiyonu) olusur. Bu reaksiyon KkatalizOrsiiz ¢ok yavas gergeklesir ama Fe+3
katalizorliigiinde ¢ok hizli olusur (Akkus, 1995).

Fe*? + H,0,—Fe™ + OH + OH™
-Singlet (*O,)

Singlet, normalde serbest radikal olmadigi halde serbest radikal reaksiyonlar
esnasinda tiretilmesinden oGtlirli serbest oksijen radikalleriyle beraber degerlendirilen reaktif

oksijen ¢esididir (Akkus, 1995).
-Nitrik Oksit (NO)

Makrofajlar, endotel hiicreler, hepatositler ve notrofiller tarafindan tiretilen Nitrik
oksit organizmanmn savunma mekanizmalarinda ve hemostatik olaylarda otokrin ve
parakrin etkisi olan bir aracidir. Viicudun gesitli dokularinda interlokin-1 ve sitokinlerin
etkilerine paralel bir islev gérmesien onemli fonksiyonudur (Aktan ve Yalgin, 1998).
Tiimor hiicrelerini, mantar hiicrelerini, bakterileri ve parazitleri yok etmede goérevlidir fakat
fazla miktarlarda olunca normal hiicreler {izerinde toksik etki yaratir. O, anyonlari ile
inaktiflesir ve SOD enzimi ile korunur. Bu bakimdan serbest radikal tutucu olarak kabul
edilse de uygun ortamlarda siiperoksit ile gii¢lii bir oksidan olan peroksinitriti olusturur.
Diisiik pH'da duragan olmayip spontan olarak parcalanarak hidroksil radikali ve nitrojen
oksit olusur (Greenwald, 1991; Grace, 1994).
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2.7.2. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Lipid peroksidasyonu (LPO); serbest radikaller tarafindan tetiklenmeyle baslar.
Membran yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna kadar devam eden
kimyasal bir olaydir. Patofizyolojik bir durum olan LPO, membran yapisin1 degistirir buna
bagli olarak hiicre yap1 ve fonksiyonlarini bozar ve hatta hiicre 6liimiine kadar gidebilir. Bu
kimyasal olay otokatalitik zincir reaksiyonu ile baglar, ilerler ve hiicrede hasar
olusturarakbiter (Tunali, 1996; Canbakan, 2000; Aytekin, 2001). Lipid peroksidasyonunu
baslatan radikaller; siiperoksit radikali (O;"), hidroksil radikali (OH'), peroksil radikali
(ROO) ve alkoksil radikalidir (RO) (Tunali, 1996).

Okside edici serbest radikaller hiicre membraninda bulunan ¢oklu doymamis yag
asitlerini etkiler. LPO, poliansatiire yag asitlerinin oksidatif hasarina denir. LPO ile
hiicrede kendiliginden ilerleyen zincir reaksiyonlar1 baglar. Oksidasyon sonucunda olusan
peroksil radikalleri (LOO") bir sonraki doymamis yag asidini okside eder ve yeni zincir
reaksiyonlar1 baglar. Hidroperoksitler (LOOH) zincirleme reaksiyonlar sonucunda olusur.
Hidroperoksitler sonu¢ olarak daha zararli radikal tiirlere, 6zellikle aldehitlere gevrilirler
(Akkus 1995). Lipid peroksidasyonu neticesinde membrandaki kolestrol ve yag asitlerinin
doymamig baglar1 peroksidasyon iiriinleri olusturur ve bunlar serbest radikallerle
reaksiyona girerek membranda bazi farkliliklara neden olurlar. Bunlar kisaca (Long ve
Bielski, 1980) ;

1. Lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipit hidroperoksitleri biyomembranlar

tizerindeki enzimleri inhibe ederler.
2. Membran tizerindeki yag asitleri azalir.
3. Membranin yapi taglarindan olan yaglarin akigkanligini bozar.

4. Membran {iizerindeki protein-lipid iligkisini, tiyol gruplarmmi oksidasyona

ugratarak bozar.

5. Lipid peroksidasyonuneticesinde olusan serbest radikaller membran disinda da

cesitli molekiillerde bozulmalara sebep olur.

LPO zincirleme bir reaksiyondur ve lipid hiperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil

bilesiklere donilismesiyle sona ermektedir. Bu bilesiklerden sonuncusu olan MDA miktar1
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tiyobarbitiirik asit ile dl¢iilmekte ve bu yontem lipid peroksit diizeylerinin saptanmasinda

siklikla kullanilmaktadir (Uysal, 1998).

Lipid peroksidasyonunda son iiriin olan aldehitler hiicre membranindan kolayca
gecebilirler. Yar1 Omiirleri uzundur. Bu nedenlerden otiiri doku hasarindan sorumlu
tutulurlar. MDA nonenzimatik oksidatif LPO sonucu olusur yani LPO’nun bir
gostergesidir. Hiicre igindeki cesitli bilesiklerin fonksiyonel gruplari ile reaksiyona
girebilmektedir. MDA etkisini, proteinlerin amino gruplari, niikleik asit bazlari,
fosfolipidlerin azotlu bazlar1 veya niikleik asitlere baglanarak gosterir. Cesitli interensek
membran Ozelliklerini degistirir bunlarin arasinda; membran akigskanligi, deformasyon
kabiliyeti, iyon transportu, enzim aktivasyonu, hiicre yilizeyi agregasyonu vardir. MDA;
mutajenik, genototoksik ve karsinojeniktir ¢linkii kolaylikla DNA’nin nitrojen bazlari ile
reaksiyona girebilir. Hiicre i¢indeki savunmanin etkinlik derecesine gore LPO’nun hiicre

hasar derecesi belli olur. (Canbakan, 2000; isman, 2002).

2.7.3. Protein ve Niikleik Asitlerde Meydana Gelen Yapisal Degisiklikler

Protein ve niikleik asitler serbest radikallerin etkilerine karsi, duyarli olan
poliansatiire yag asitlerine gore daha direnglidir. Ciinkii protein ve niikleik asit
molekiillerinde siddetli hasar meydana getiren zincir reaksiyonlarmnin gergeklesmesi ¢ok
zayif bir ihtimaldir. Biyologlar tarafindan da gosterildigi gibi, DNA molekiilii, okside
edici radikallerce ancak serbest radikaller DNA molekiiliine ¢ok yakin bir yerde olusuyorsa
kolaylikla hasar ugratilabilir. Hizli zincir reaksiyonlarinin gerceklesme ihtimali
proteinlerde oldugu gibi diisiiktiir (Akyol 1994). Bununla birlikte serbest radikallerden
kolaylikla etkilenen siilfiir ve doymamis bag iceren tirozin, sistein, triptofan, fenilalanin,
metionin, histidin gibi aminoasitlere sahip proteinler vardir. Hasar sonucu protein
fragmantasyonu ve agregasyonu neticesinde enzim aktivitesinde degisiklikler ve hiicresel

fonksiyonlarda bozukluklar ortaya ¢ikar (Freemanve Crapo, 1982).
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2.7.4. Serbest Radikallerin Antimikrobiyal Aktivitede Etkisi

Fagositik solunumsal patlama esnasinda aktive olmus makrofajlar, eozinofiller ve
noétrofilerde ¢esitli serbest radikaller olusur. Fagositik 16kositler partikiiler veya ¢dziinebilir
bir uyariciyla uyarildiklarinda lizozomal kompenentleri disariya vermeye baslarlar ve
reaktif oksijen metabolitleri olusur ve bununla birlikte mitokondri diginda solunumsal
patlama gdsterirler. Boylece solunumsal patlama {iriinlerinin etkisiyle fagosite edilmis
bakteri Oliir. Ama bunun yaninda bu oksidan iiriinler hiicrelerin antioksidan savunma
giiclerini astiginda normal konak hiicrelere zarar verir ve ¢esitli hastaliklarin patogenezinde
rol oynarlar (Akkus, 1995). Heksoz monofosfat sant1 yoluyla glukozun oksidasyonunda
artisa fagositlerin uyarilmasi yol acar. NADPH solunumsal patlama sirasinda elektron
vericisi olarak kullanilir ve molekiiler oksijenin (O;) siiperoksit radikaline (O2)
indirgenmesi sonucu NADP {iretimi artar ve heksoz monofosfat yolu aktive olur (Segal ve
Abo, 1993).

Monositler ve noétrofiller, primer lizozom graniillerinde bir hem enzimi olan MPO
bulundurur. Nétrofiller; reaktif oksijen radikalleri, kompleman fragmanlari, sitokinler ve
HO tarafindan aktive edilirler. Elastaz, kollojenaz, katyonik proteinler, proteaz, laktoferrin
ve MPO gibi enzimleri dokuya gelen aktive olmus Iokositler agiga c¢ikarirlar. Bu
enzimlerle doku hasar1 artar, daha fazla radikal olusur. No6trofil birikiminin isareti olarak
MPO aktivitesi Ol¢timii duyarli bir testtir ¢iinkii inflamasyon sirasinda MPO ekstraseliiler

ortama salinir ( Krawisz ve ark, 1984).

Miyeloperoksidaz (MPO) nétrofillerin - azurofilik graniillerinde depo edilen
lizozomal bir enzimdir (Kinkade ve ark, 1983). Nétrofillerin respiratuar burstlari sirasinda
H.0, ve klordan hipoklorik asit (HOCI) olusturur. [Respiratuar (oxidative) burst, farkli
hiicre tiplerinden reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ( siiperoksit radikali ve H,0O,) hizli
salinmmudir]. Ayrica yine okside edici ajan olarak H,0,’yi kullanarak tirozini tirozil
radikaline dontstiiriir (Heinecke ve ark, 1993). HOCI ve tirozil radikali, notrofller
tarafindan bakteri ve diger patojenleri 6ldiirmek igin kullanilir (Hampton ve ark, 1998).
Fakat bu HOCI konak dokuda da oksidatif hasara neden olabilir (Shao ve ark, 2010).
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Sekil 3. MPO'nun etki mekanizmasi. Heinecke ve ark (1993)’den modifiye edilmistir.

2.7.5. Serbest Radikallerin IBH Patogenezinde Rolii

Ulseratif kolit patogenezinde dokuda kan akimmin azalmasinin rolii yapilan
calismalarla ortaya konmustur. Kolonda doku iskemisinin olugsmas1 barsak ksantin oksidaz
enziminin aktivasyonuna sebep olur. Kan akiminin azalmasi strese bagh olarak sempatik
sinir sisteminin aktivasyonu neticesinde olur. Ksantin oksidaz enziminin aktive olmasiyla
ortama bir dizi ROS serbestlenir. Siiperoksid radikali (O), hipoklorik asit (HOCI),
hidroksil radikali (OH"), ve hidrojen peroksid (H;O;) gibi reaktif oksijen {iriinleri
mikrovaskiiler ve mukozal gecirgenligi arttirir, ayrica kolon epitelinin ucunda bulunan
miisin tabakasini bozar ve mukozal engeli ortadan kaldirir. Boylelikle, fagositik 16kositler,

bakteri tirlinleri daha derin barsak tabakalarina gecer (Grisham ve Granger, 1988).
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Kolonda polimorfoniikleer 16kosit (PMNL) infiltrasyonu IBH’de inflamatuar
reaksiyonun karakterize 6zelligidir. Cesitli deneysel kolit modelinde (Carter ve Wallece,
1995; Higa ve ark, 1997) aktive olmus makrofaj ve notrofillerin varligi gosterilmistir. Bol
miktarda ROS {iretimi kolonik inflamasyonda bilhassa notrofiller tarafindan gerceklestigi
goriilmiistiir (Wallace ve ark, 1998). Bu sonug, yapilan gesitli kolit modellerinde anti-ROS
ajanlarindan dolay1 hasar derecesindeki azalma ile desteklenmistir. Ayrica ROS artisi ile
inflamasyonun siddeti arasinda pozitif iliski oldugu bulunmustur (Keshavarzian ve ark,
1990). Kemiliiminisans yontemi ile de hastalardan alinan biyopsi Orneklerinde ROS

kaynaginin nétrofiller oldugu gosterilmistir (Sedghi ve ark, 1993).

2.8. Viicudun Antioksidan Mekanizmasi

Organizmada serbest radikallerin zararli etkilerine karsi koruyucu mekanizmalar
vardir. Bunlar ya serbest radikal olusumunu ya da olusmus serbest radikallerin zararl
etkilerini Onler. Bu gorevi yerine getiren maddelerin hepsine antioksidanlar denir
(Halliwell ve Gutteridge, 1990; Ames ve ark, 1993; Frei, 1994). Antioksidanlar; hidroksil
radikallerini temizleyerek lipid peroksidasyonunun baglamasini 6nlerler, peroksitlerin alkol
gibi nonradikal {irlinlere doniisiimiinde etkili rol oynarlar, zincir reaksiyonlarina sebep olan
biitlin radikallerle reaksiyona girip zinciri kirar, lokal oksijen konsantrasyonunu azaltir ve
gecis metal iyonlarin1 baglaylp etkisizlestirirler. Antioksidanlar intraselliiler ve
ekstraselliiler olmak tizere iki grupta veya eksojen ve endojen kaynakli olarak ikiye
ayrilarak smiflandirilabilir. Bunun disinda fonksiyonlarina gore de iki baglik altinda
toplanabilir. Enzimatik olmayan antioksidanlar ki bunlar radikallerin dokudaki etkilerini
onler (E vitamini, ubikinon, retinoikasit, glutatyon, tirat ). Enzimatik antioksidanlar,
bunlarda radikal olusumunu 6nler ( SOD, katalaz, metal selatorler ve glutatyon peroksidaz)

(Halliwell ve Gutteridge, 1990; Yanbeyi 1999).

Okside olan substratlara oranla ¢ok daha azmiktarlarda bile, substratin

oksidasyonunu geciktirmeleri ve inhibe etmeleri en belirgin 6zellikleridir. (Halliwell ve

Gutteridge, 1990).
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Tamir mekanizmalar1 Koruyucu mekanizmalar Fiziksel savunmalar

(DNA tamir) (Biyolojik alanlarin

enzimleri (IT St;l..sleléta,sy,on},l 111e Olusz,m stabilizasyonu, sterik
uretiminin on enme51) interferans)

Oksidatif strese kars1 Savunma Mekanizmalari

Antioksidan Savunma

Antioksidan Enzimler

e Diisiik molekiil agirlikly Indirekt etki
(SOD,CAT, Peroksidaz) antioksidanlar (DMAA) eden DMAA

Destekleyici enzimler

(Ksantin oksidaz, G6PD)

Diyet kaynakli
Atik {iriinler Hiicrede sentezlenenler Tokoferoller,
o . Karotenler
i : Histidin di -peptidler: /
Urik asit pep Askorbik asit
Karnozin, Homokarnozin,
Glutatyon

Sekil 4. Oksidatif hasara kars1 koruyucu mekanizmalar ve antioksidan sistem. Ames ve ark
(1993)’den modifiye edilmistir.

2.8.1. Glutatyon (GSH)

Bir tripeptid (gamaglutamilsisteinilglisin) olan glutatyon (GSH), metabolizmada

onemli rol oynar ve bir¢ok hiicrede bulunur. Genetik bilgi olmadan karacigerde sistein,
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glisin ve glutamattan sentezlenir. Glutamat, sisteine gama-karboksil araciligi ile baglanir.
Molekiiliin aktif kismi sisteinin siilfidril grubudur, gama-glutamil kismi hiicre igin

stabiliteyi ve peptidazlara direnci saglamaktadir (Y1ldiz, 2013).

Indirgenmis GSH serbest radiklaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri
oksidatif hasara kars1 korur. Toksik bir bilesik olan hidrojen peroksiti (H,0,) kimyasal
olarak detoksifiye edebilir. GSH peroksidaz ile katalizlenen bu reaksiyon, antioksidan
etkisi olmayan okside glutatyonu (GSSG) olusturur. Pentozfosfat yolundan elde edilen
NADPH’a (Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat Hidrojen) bagli olarak GSSG’nin
GSH’a indirgenmesi gerceklesir. Ortamdaki GSH/GSSG orani ne kadar biiyiik olursa
hiicrenin oksidatif hasara karsi savunmasi o kadar gii¢liidiir. Oksidan stresin belirtisi
GSSG’nin miktarindaki artistir. NADPH azalmasi ve GSSG’nin artmasi hiicredeki radikal
stresin gostergesidir (Isman, 2002; Serbetcioglu, 2004).

Dokularin ¢ogunda antioksidan savunmanin 6nemli bir elemani olan GSH’nin
birgok hiicre i¢i gorevi vardir. Bunlar; DNA ve protein sentezi, aminoasit transportu,
endojen bircok bilesigin metabolizmasi, enzim aktivasyonudur. Ayrica hiicreleri;
radyasyon, oksijen metabolitleri, serbest radikaller ve ksenobiyotiklerin zararl etkilerinden
korur (Canbakan, 2000; Aytekin, 2001; Serbetgioglu, 2004).

2.8.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz enzimi,  antioksidan savunmanin ilk basamagi olan
sliperoksitin hidrojen peroksite dismutasyonunu gergeklestirir (McCord, 1969). Aerobik
hiicrelerde intraseliiler savunmada oksijenin zararli etkisine karsi rolii biiyiiktiir.

Yaslanmaya bagli olaraktan SOD’un aktivitesinde azalma meydana gelir (Criolo, 1991).

Metalloenzim olan SOD bir enzim grubudur. McCord ve Fridovich, (1969)
tarafindan kesfedilmistir ve asagidaki reaksiyonu yani siiperoksidin hidrojen perokside

doniistimii reaksiyonunu katalizler.
O, +0, + 2H" — H,O,+ O,

Bu reaksiyonda SOD, hem oksidan hem de rediiktan olarak rol oynar. SOD, olusan
hasara karst1 CAT ve glutatyon enzim sistemiyle beraber ¢alisan bir savunma

mekanizmasidir. Olusan H,O,, CAT ve glutatyon peroksidaz enzimleriyle su ve oksijene
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rediiklenir. Hidrojen peroksit doku i¢in biyolojik avantaj saglar. SOD’un aerobik canlilarda

stiperoksidin zararli etkilerine kars1 koruyucu oldugu diisiiniilmektedir (Akkus, 1995).

2.8.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-PX)

Dokular1 H,O;, ve lipoperoksitlerin olusturdugu oksidatif hasara karsi koruyan
baslica enzim GSH-Px enzimidir, aktivitesi i¢in koenzim olarak selenyuma (Se) ihtiyag
duymaktadir (Ozben, 1998).

GSH-Px
2GSH + H,0, — GSSG + 2H,0

2.8.4. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Hidroperoksitlerin rediikte olmasi esnasinda meydana gelen okside glutatyon
(GSSG), GSSG-R’mm katalizledigi reaksiyonla tekrar rediikte hale (GSH) doniisiir.
Reaksiyonun ger¢eklesmesi icin NADPH’a ihtiyag¢ vardir (Tekkes, 2006).

GR
GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP*

GSH

NADP * H,O,

GR

NADPH GSSG H,0

Sekil 5. Glutatyonun okside ve rediikte formlar1 arasindaki doniisiim{i.
Halliwell (1974); Halliwell ve Gutteridge (1999)’den modifiye edilmistir.

(GSH=Rediikte glutatyon, GSSG=0Okside glutatyon, GSH-Px=Glutatyon peroksidaz,
GR=Glutatyon rediiktaz, H,O,=Hidrojen peroksit)
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2.8.5. Katalaz (CAT)

Tiim hiicre g¢esitlerindefarkli miktarlarda bulunan, dort tane hem grubu iceren bir
hemoprotein olan katalaz (CAT) hidrojen peroksidin molekiiler oksijen ve suya
dontigiimiinii katalizler. Kan, karaciger, kemik iligi, bobrekler ve miik6z membranlarda

fazlaca bulunur (Tekkes, 2006).

Katalaz

2 H202—> 2 Hzo + Oz

Ortamdaki hidrojen peroksitin fazla oldugu durumlarda CAT 1n aktivitesi artar, az
oldugu hallerde ise hidrojen peroksiti substrat olarak kullanan diger antioksidan enzimler
ornegin GSH-Px devreye girer ve hidrojen peroksidi ortamdan uzaklastirirlar (Agar ve ark,
1986).

2.8.6. Glutatyon-S-transferaz (GST)

Glutatyon-S-transferazlar oksidasyon iiriinlerinin ya da eksojen toksik maddelerin
viicuttaki  makromolekiillerle  birlesmesini  engeller ve bu maddelerin hiicre

kompenentlerine zarar vermeden atilmasini saglar (Stevens ve ark, 1998).

Glutatyon-S-transferazlar’in rediikte 06zelligi, membran kompenetlerini lipid
peroksidasyolarindan korur. Ayrica bu enzimin antikanser ilaglar, herbisid, pestisid,
kimyasal kanserojenler ve ¢evresel kirlilikler gibi elektrofilik ksenobiyotiklerin

detoksifikasyonunda da 6nemli bir rolii vardir (Gyamfi ve ark, 2004).

2.8.7. Mitokondrial Sitokrom Oksidaz

Sitokrom oksidaz, mitokondrial elektron transport sisteminde normal sartlarda bir
O, molekiiliine 4 elektron aktarilarak 2 molekiil su olusturulurken, bu elektronlanmis
oksijen molekiillerini kendi aktif merkezinde sikica tutarak elektronlarin ortama sizmasini
engel olur. Bu nedenle ortamdaki diger molekiillerin oksidasyona ugramasina engel

olmasindan dolay1 antioksidan etkisi vardir denilir (Akkus, 1995).

402' T+ 4H+ +4e — 2H20
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2.9. Dekspantenol (DXP: Dexpanthenol)

A /\/ .

Sekil 6. Dekspantenoliin yapisal formiilii. Canpolat(2006)’dan modifiye edilmistir.

o-X

Dekspantenoliin  kimyasal yapisi: (R)-2,4-Dihidroksi-N-(3-hidroksipropil)-3,3-
Dimetilbutiramid (Canpolat, 2007).

Resim 1. Dekspantenol 500mg/2ml

Dekspantenol (ProvitaminB5), biyolojik olarak pantotenik asidin (PA) (VitaminB5)
aktif alkoliidiir ve oral veya parenteral olarak verildiginde sican ve memeli dokularinda
pantotenik asite doniistiiriiliir (Abiko ve ark, 1969; Loftus ve ark, 1997). Dekspantenol
dogal olarak bulunmaz, sentetik bir formdur, viicutta pantotenik asite doniistiiriiliir. Cok
cesitli yiyeceklerle pantotenik asit alinabilir. Karaciger, dalak, balik, kabuklu deniz
iiriinleri, yumurta sarisi, siit, yogurt, maya, patates, brokoli, mantar ve avakado pantotenik

asit bakimindan zengindir. Ayrica tiim tahillar da pantotenik asit i¢in zengin bir kaynaktir
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fakat rafineri edilmesi ve islenmesi sonucu % 35-70 kayba ugramaktadir. 5-6 mgr
pantotenik asit insanlar i¢in yeterli bir miktardir (Solakhan, 2008). Emilimin ¢ogunlugu
ince barsaklarda olur. Portal dolasimla karacigere gelerek burdan tiim viicuda dagilir. Kalin
barsak florasi tarafindan da iiretilir ama yeterli ve anlamli bir miktar olup olmadig1 heniiz
bilinmemektedir. Ama kolon mukozasindan elde edilen hiicre kiiltiirlerinde biotin ve
pantotenik asit absorbsiyonu icin ozel bir mekanizmason zamanlarda yapilan bir caligmada

aciklanmistir (Aprahamian ve Dentinger, 1985).

Dekspantenol sivilarda pantotenik asitin en stabil formudur; pratik olarak yagda
¢oziinmez, su ve alkolde ¢Oziiniir. Deride ve mukozal lezyonlarda % 2-5 ‘lik
konsantrasyonlarda merhem emiilsiyon veya soliisyon seklinde tedavide kullanilir. % 5°lik
konsantrasyonlardaki topikal formiilasyonlar avrupada satisa sunulmustur. Ayrica % 2’lik
dekspantenol preperatlar1 siddetli kagintiy1 gidermede ve gesitli dermatozlarda US Gida ve
llag Yonetimi tarafindan kullanima onaylanmistir. Dekspantenol preperatlarinin gesitli
patolojik durumlarin tedavisinde yararli oldugu klinik arastirmalarla gosterilmistir.
Dekspantenoliin 6zellikle su endikasyonlarda da kullanilabilecegi belirtilmistir (Ebner ve
ark, 2002), goziin korneal veya konjoktival lezyonlarinda; burundaki mukozal lezyonlarda
adjuvan olarak topikal kullanimi (Verse ve ark, 2004) ve ameliyat sonrasi barsak
toniisiiniin azalmasi ve peristaltik hareketlerin agirlagsmasinda sistemik olarak kullanim (

Sachs ve ark, 1990).

2.9.1. Pantotenik Asit

Pantotenik asit, her taraftan veya her yer anlamma gelen Yunanca pantothen
kelimesinden gelmistir. Biitiin hayvan ve bitki dokularinda bulunur. Yaygin pantotenik asit
kaynaklar1; karaciger, kralice ar1 jole, maya, piring kepegi, pekmez, fistik, findik, kepekli
tahillar, mantar, yumurta, siit ve patatestir (Gennaro, 2000; Bourre ve Galea, 2006),

Pantotenik asit vitamin B kompleksinin bir iiyesidir ve koenzim A’nin (CoA)
biyosentezinde dnemlidir. CoA; karbonhidratlardan enerji saglanmasinda, aminoasit ve yag
asitleri metabolizmasinda, sterolleri igeren bilesiklerin sentezlenmesinde, steroid
hormonlarda ve asetilkolin ve diger reaksiyonlarda énemli bir maddedir (Gennaro, 2000;
Bratman ve Kroll, 2000). Pantotenik asit koenzim A’nin bir bilesenidir. CoA’nin siilfidril

grubuyla c¢esitli uzunluktaki tepkime fragmentleri olan asetil gruplarin transferi gibi
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enzimle katalizlenen reaksiyonlarda kofaktor olarak gorev alir. Bahsedilen bu reaksiyonlar
sterolerin, porfirilerin, steroid hormonlarin sentezi kadar, yag asitlerinin yikimi,
glikoneogenezis ve karbonhidratlarin metabolizmasinda oOnemlidir. Agil tastyict
proteinlerin bir bileseni olan pantotenat yag asidi sentezinde gerekmektedir. CoA yag asidi
asetilasyonu, internal aminoasitlerin asetilasyonu ve N-terminal asetilasyonda oldugu gibi
proteinlerin modifikasyonuna da katilir. COA hiicre membrani boyunca taginamaz fakat
pantotenik asit taginir. Pantotenik asit, asetilkolin sentezinin son basamaginda koline asetil
koenzim A’dan bir asetil grubunun transferine katkida bulunur. Asetilkolin igeriginde

azalma, azalmis peristaltizimle sonuglanabilir (Canpolat, 2006).

Pantotenik asithiicrelerde, indirgenmis glutatyon (GSH), koenzim A (CoA) ve ATP
sentezini arttirir ( Slyshenkov ve ark, 1999; Slyshenkov ve ark, 2001; Slyshenkov ve ark,
2004). GSH ve GPX lipid peroksidasyonuna ve oksidatif strese karst 6nemli savunma
sistemleridir (Slyshenkov ve ark, 1995; Van Haaften ve ark, 2003).

Vitamin B5 yani pantotenik asit ticari olarak D-pantotenik asit ve onun sentetik
tirevleri dekspantenol ve kalsiyum pantothenate seklinde satisa sunulmustur. Pantotenik
asit, ¢esitli vitamin B- kompleks formiilasyonlarinda siklikla goriiliir. Pantotenik asitin sivi

tirtinleri D-pantotenil alkol ya da pantenol olarak piyasada bulunur (Gennaro, 2000).

2.9.2. Dermatolojik Etkileri

Bilimsel literatiirlerde cilt ve kardiyvaskiiler hastaliklarda pantotenik asitin klinik

kullanim1 belgelenmektedir.

Akne (Klinik Veriler): Akne vulgaris etkin bir sekilde hem oral hem de topikal
pantotenik asit ile 100 hastada tedavi edilmistir. Hastalar 4’e boliinmiis dozlar halinde oral
olarak 10g/glin pantotenik asit ile ve topikal pantotenik asit kreminin (20 % agirlik¢a)
giinde 4 ile 6 kez uygulanmasiyla ile tedavi edilmistir. Sonug¢ dl¢iimleri tedavinin 1 ile 2
giin sonrasi sebum sekresyonunda azalma igcermis; 1-2 hafta icinde hem akne lezyonlar
hem de patlamalar gerilemistir. 35 hasta 18 ay boyunca takip edilmis ve akneyi kontrol
i¢cin gerekli olan doz 1 ile 5 g/giin olarak saptanmstir ( Leung, 1995). Izotretinoin terapinin
mukokutan6z ters reaksiyonlart % 5 dekspantenol krem ile etkili bir sekilde tedavi
edilmistir (Romiti R ve Romiti N, 2002).
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Dekspantenol anti-inflamatuar (Romitti R ve Romiti N, 2002) aktivitesinden dolayz,
bebek bakim preparatlarina ve gilines sonrasi koruyuculari gibi ¢esitli kozmetik triinlerine
eklenmistir (Ebner ve ark, 2002; Biro ve ark, 2003). Aym1 zamanda klinik ve deneysel
calismalarin sonucu belirsizdir; % 4,2’lik pantenol merhemin ultraviole radyasyonu sonucu
inflamasyonun olugmasinda ve ilerlemesinde koruyucu etkisi ve dekspantenol kremin
radyoterapi sirasinda yararli etkisi yoktur. Aksine dekspantenol yiiklii kiigiik partikiiller
plaseboya gore daha istiindiir (Ebner ve ark, 2002). Buna bagli deneysel UV-bagimli

eritem tizerine anti-inflamatuar etkileri doza bagimlidir.

Yara iyilesmesinde fibroblastlarin proliferasyonu o6nemli bir faktordiir.
Dekspantenol ile yapilan in vitro deneylerde insan fibroblastlarinin proliferasyonu
kanitlanmustir (Grenier ve ark,1982; Aprahammian ve ark, 1985; Ebner ve ark, 2002). %
0,5-10’luk konsantrasyonlardaki dekspantenol merhemin in vitro insan gingival
fibroblastlarinda etkisi tanimlanmistir.Denenilen tiim konsantrasyonlarda mitotik indeks
artmistir. Ancak, % 0,5’lik en diisiik konsantrasyonda en 6nemli etki gozlenmis, en diisiik
etki ise en yliksek konsantrasyonda elde edilmistir. Pantotenik asit veya tiirevlerini igeren
kiiltiirlerde, kollajen sentezi, fibroblastlarin tutunmasi, hiicre gogii ve artmis proliferasyon,
insan fibroblastlar1 {izerine yapilan birgok in vitro ¢alismada gosterilmistir. Dekspantenol
fibrolast hiicre kiiltiirlerinde, hiicre koruyucu etkiyle ve fibroblast hiicrelerini aktifleyerek
yara iyilesmesi faaliyetini gostermistir (Grenier ve ark, 1982; Ebner ve ark, 2002). Yara
lyilesmesini hizlandirdig1 % 5 dekspantenol igeren emiilsiyon Suction-blister modelindeki
in vivo bircalismada gosterilmistir. Yara iyilestirme hizinin karsilastirilmasinda
dekspantenollii formiilasyonlarda yara iyilesmesinin daha hizli oldugu bir¢ok deneyde

saptanmustir (Grenier veark, 1982; Aprahammian ve ark, 1985).

Yapilan klinik deneylerde Eggensperger’e gore deri transplantasyonlarinda, skar
tedavisinde (Grenier ve ark, 1982), yanik yaralarinda ve farkli dermatozlarda

dekspantenoliin yararl etkilerinin oldugugésterilmistir (Biro ve ark, 2003).

2.9.3. Hiperlipidemide Etkileri:

Pantotenik asit viicutta pantetine donistiiriiliir. Karbonhidrat, protein ve lipid
metabolizmasinda kritik bir rol oynayan koenzim A biyosentezi i¢in gereklidir. Bazi
calismalar pantotenik asit ve pantetini takviyeler ve dislipidemi tedavisinde téropatik ajan

olarak degerlendirmistir. Pantetin ile yapilan diyette civcivlerin karacigerinde ve
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plazmasinda kolestrol seviyelerinin diistiigii gozlenmistir (Tanaka ve ark, 1989).
Indiiklenmis hipotalamik obeziteli farelere pantotenik asit tiirevlerinin verilmesiyle gida
alimi, viicut agirligi, insiilin, glukoz ve trigliserit degerleri diistiriilmiistiir ayrica kolestrol
azaltilmig ve diger parametreler gelistirilmistir (Naruka ve Buko, 2001). Belli baz1 pantetin
preperatlar1 verilen ratlarda da hipolipidemik etkiler gézlenmistir (Kirilina ve ark, 1991).
Ratlarda pantetin lipolitik aktivitiyi stimiile eder, serbest yag asitlerinin seviyesini diisiiriir
ve lipid peroksidasyonunu inhibe eder (Kumerova ve ark, 1991).Pantetin igeren diyetlerle
tavsanlarin aortta ve koroner arterlerdeki aterom lezyonlar1 diistiriilmistiir (Sasuga ve ark,
1990). Etkilenen kegilere verilen pantetin karaciger trigliserid normallesmesini

hizlandirmigtir (Tanaka ve ark, 1992).

2.9.4. Radioprotektif ve adaptojen etkileri:

Pantotenik asit ve tiirevleri, oksijen radikal tiirlerinden ve iyonize radyasyondan
korunmaya yonelik CoA ve glutatyon seviyesini arttirmaya yonelik hareket edebilir
(Slyshenkov ve ark, 1998). Pantetin ve diger bitkisel maddeler, hayvanlar ve insanlara
adaptif bir tepkiyi siirdiirmeye ve adrenal korteks iglevlerini arttirarak stresin etkilerini en

aza indirmeye izin verebilir (Kelly, 1999).

Yapilan iki ¢alismada pantotenik asidin siganlar1 gamma radyasyonuna maruz
kalmaya kars1 korudugu goriilmiistiir (Slyshenkov ve ark, 1998; Slyshenkov ve ark, 1999).
Pantotenik asit ve ilgili bilesikler assit timor hiicrelerinin plazma zarlarini digitonin zararh
etkilerine karsi daha direngli hale getirir (Slyshenkov ve ark, 1996). Pantetin si¢an
karacigerinde ilag metabolizma sistemi lizerinde koruyucu bir etki saglar (Hiramatsu ve
ark, 1989). Pantetin pantotenik asid veya sistamine kars1 ratlarda uyarilmis
hepatotoksisiteye karsi en biiyiik korumay: saglar (Nagiel-Ostaszewski ve Lau-Cam,
1990).

2.9.5. Emilimi

Dekspantenol pantotenik asidin tersine deriden iyi emilir ve siiratle pantotenik aside
cevrilir. In vivo ¢alismalarda dekspantenoliin deri yolu ile emilimi kesilmis insan derisi ile
yapilmistir ve sonugta dekspantenoliin canli epidermise penetre oldugu gozlenmistir.

Merhem sekline kiyasla zeytinyagi iginde dekspantenoliin uygulanmasindan sonra
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emilimin azaldig1 saptanmistir. Tirnaklar, sag¢, sa¢ kokleri, derinin dermis ve epidermis
tabakasinda pantotenik asidin artmis konsantrasyonlari, insanda yapilan topikal

uygulamalarda gosterilmistir (Ebner ve ark, 2002; Biro ve ark, 2003).

2.9.6. Kullanim Sekli ve Dozaj

Pastil formu 100 mg dekspantenol, seker, ithlamur ¢igegi aromasi ve portakal
aromast igerir. Agiz ve farenks hastaliklarinda giinde 2-6 pastil agizda yavasca eritilir.
Merhem formu yagdan zengin olup 1 gr’ inda 50 mg dekspantenol (% 5) bulunur ve
kurulezyonlarda gilinde 1-2 kez kullanilir.Krem formu (% 5) hafif ve hizla niifuz eden
formiilii ile, sulantili lezyonlarda, korunmasiz deri ylizeylerinde (0rnek: yiiz) ve sagh
deride giinde 1-2 kez kullanimi tavsiye edilmektedir. Ampul formu 500 mg dekspantenol
igerir, giinde bir veya haftada birka¢ defa s.c, i.m. veya i.v. olarak kullanilir. Ayrica

dekspantenoliin soliisyon ve plus krem formuda bulunmaktadir (Canpolat, 2006).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Deney hayvanlar

Bu ¢alisma, Adnan Menderes Universitesi (ADU) Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlart
Laboratuari’ndan saglanan, agirliklar1 200-250g arasinda degisen toplam 30 adet Wistar
tiirli rat kullanilarak gerceklestirildi. Calismaya baslamadan 6nce Adnan Menderes Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulundan 12.08.2014 Tarih ve 64583101/2014/100 sayil: etik kurul
karar1 ile onay almmustir. Tiim hayvan deneyleri ADU Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
laboratuarinda Eyliill 2014 tarihinde yapilmistir. Hayvanlar deney 6ncesi kafeslerde, 12
saatlik aydinlik-karanlik siklusu saglanan kontrollii bir odada tutuldu. Standart rat yemi
beslenmeleri ve suluktan su i¢meleri saglandi. Ortam uyumu saglandiktan sonra tiim
hayvanlar deneyden 12 saat Oonce ag¢ birakilarak deney baslandi. Laboratuar analizleri
Adnan Menderes Universitesi Merkez Arastirma Laboratuarindagalisildi. Histopatolojik
incelemeler Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim

Dali Laboratuari’nda gergeklestirildi.

3.1.2. Deney Gruplar

Agirliklart 200-250g arasinda degisen, toplam 30 Wistar Albino cinsi rat, Sham
kontrol (8), DXP kontrol (n=6), TNBS (n=8), TNBS+DXP (8), olmak iizere 4 deney
grubuna ayrildi:

1. Sham kontrol grubu: Kaniille serum fizyolojik verildi.
2. TNBS grubu: Kaniille TNBS verildi.

3. DXP kontrol grubu: Kolit yapilmadan 3 giin boyunca 500 mg/kg dozunda

DXP intraperitonal olarak verildi.

4. TNBS+ DXP grubu: Kolit sonrasi 3 giin boyunca 500 mg/kg dozunda DXP
intraperitonal olarak verildi.
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3.1.3. Kolit Olusturma

Kolit yapilacak hayvanlar uygulama yapilmadan yaklasik 24 saat 6nce ag¢ birakildu.
Calisma giinli hayvanlarin bagirsaklart bosaltildi. Bagirsak bosaltma islemi, defekasyon
refleksini uyarmak iizere hayvani kuyrugundan tutup arka ayaklar1 lizerinde ziplattirilarak
yapildi. Her hayvan, yaklasik 20 dk bu isleme tabi tutuldu. Ketamin (75 mg/kg) ve
Ksilazin (8 mg/kg) anestezisi altinda, 0,8 ml TNBS (% 37’lik etanol i¢inde ¢oziinmiis 25
mg 2,4,6-trinitrobenzen siilfonikasid) bir polietilen kaniil yardimiyla anal orifisten 8 cm
igceriye girilerek verildi. Kolit olusumu sonrasinda sicanlar bir siire bas asag1 pozisyonda
tutuldu. Sham grubu hayvanlara ise ayni islemler yapildi. Fakat kaniille TNBS yerine

serum fizyolojik verildi.

Ratlar, dekapitasyon ile sakrifiye edilmelerinden hemen once kalpten kardiyak
puncture ile kan ornekleri alindi, sonra aniisten igeriye dogru kolonun son 10 cm’lik
segmenti ¢ikartildi. Kolon segmenti longitudinal olarak agildi ve serum fizyolojik ile
yikandi, segmentin bir yarisi histopatolojik incelemeye tabi tutulmak iizere direkt formol
solusyonuna konurken, geri kalan kisim biyokimya c¢alismalarinda kullanilmak {izere -
80°C’ye konuldu. Dokularin biyokimyasal analizinde, myeloperoksidaz (MPO),
malonildialdehid (MDA), siiperoksid dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon
peroxidaz (GSH-PX) diizeylerine bakildi.

3.1.4. Kullanilan Kimyasal maddeler ve Kitler

Analizler sirasinda kimyasal madde ve Kit olarak asagidakiler kullanilmistir.
1. TNBS (SIGMA, P2297)
2. NaCl (sodyum kloriir) (Merck, 6400)
3. Etanol absolute (Sigma, 32221)
4. Ketamin (Alfasan international B.V. Holland)

5. Ksilazin (Alfazyne % 2 Alfasan Holland)
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6. Dexpenthanol (DXP) (Bepanthen 500mg/2ml Ampul/ Dekspantenol, Bayer,

[stanbul,
7. Fosfat tamponu (PBS)

8. MPO Kiti (Myeloperoxidase Activity Colorimetric Assay Kit, BioVision, Catalog
#K744-100)

9. MDA Kiti (Lipid Peroxidation Colorimetric/Fluorometric Assay Kit, BioVision,
Catolog #K739-100)

10. GSH-Px Kiti (Glutathione Peroxidase Activity Colorimetric Assay Kit,
BioVision, Catolog #K762-100)

11. SOD Kiti (Siiperoxide Dismutase Activity Assay Kit, BioVision, Catalog #K335-
100)

12. CAT Kiti (Catalase activity Colorimetric/Fluorometric Assay Kit, BioVision,
Catolog #K773-100)

3.1.5. Kullanilan Cihazlar

Analizler sirasinda  Adnan  Menderes Universitesi Merkez Arastirma

laboratuvarinda bulunan asagidaki cihazlar kullanilmistir.
1. Santrifiij ( Hettich Zentrifiigen Mikro 200R UK, San Bio Medikal)
2. Santrifiij (Hettich Zentrifiigen Rotina 420)
3. Vorteks(Labnet International Inc. Edison NJ, USA)
4. Ultra saf su cihazi(SS 200 Simsek Lab. ANKARA)
5. Hassas terazi (SARTORIUS AG BP 610, GERMANY)
6. Derin Dondurucu ( -80)(SANYO MDF U5186S, JAPAN)

7. Elisa Okuyucu(Diagnostic Automation, Inc. DAR800)
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8. Inkiibasyon Cihaz1 (Microtec. Type Ak120, Infors Ag Switzerland)
9. Homojenizasyon cihaz1 (Ultra-Turrax T8 IKA-Werke SIGMA-ALDRICH)

10. Otomatik Plate yikayici (Plate Washer DAS)

3.2. Yontem

3.2.1. Biyokimyasal Analiz

3.2.1.1. Dokularin Homojenizasyonu

Kontrol ve deney gruplarindaki sicanlarin barsak dokulari ¢ikarildi. Dokular tartildi
ve doku homojenizorii ile (Ultra Turrax, IKA-WERKE, Germany) ayri1 ayrt homojenize
edildi. Doku glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi, malonildialdehit (MDA),
sliperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi, katalaz (CAT) aktivitesi ve miyeloperoksidaz (MPO)
aktivitesinin hesaplanmasi igin, dokular fosfat tamponu iginde (PBS; phosphate buffer
saline; 50 mM pH 7,4) homojenize edildi. Doku homojenatlar1 daha sonra vortekslendi ve
santriifiij edildi (15000 rpm; 15 dk; 4°C) ve siipernatantlar analiz i¢in -80°C’ de bekletildi.

3.2.1.2. Dokuda Miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi 6l¢iimii

MPO Kiti (Myeloperoxidase Activity Colorimetric Assay Kit, BioVision, K744-
100) kullanilmistir. Deney giiniine kadar kit -20°de sakland.

Miyeloperoksidaz noétrofillerde ekspre edilen bir peroksidazdir. Nétrofillerin
azurofilik graniillerinde depo edilen lizozomal bir proteindir. H,O, ve klor anyonundan
(CI) hipoklorik asit (HCIO) olusumunu katalizler. Ayrica yine okside edici ajan olarak
H,0O,’yi kullanarak tirozini tirozil radikaline donistiirtir. Kitte, HCIO taurin ile reaksiyona
girerek taurin kloramin olusturur, taurin kloraminde sonradan TNB probe ile rengi elimine

etmek icin reaksiyona girer (A=412nm).

Saptama limiti: 0.05 nmol/well
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Deneyin yapilisi:1-50 ul doku siipernati 96 kuyucuga, 5-10 ul pozitif kontrol da

pozitif kontrol kuyucuklarina aktarilir ve hacim 50 pul’ye MPO tampon ile tamamlanir. 50
ul reaksiyon mix’i her kuyucuga konur ve karistilir. 25°C ‘de 30-120 dk. inkiibe edilir ve
sonra 2 ul stop mix eklenir tim kuyucuklara. Tekrar 10 dk. inkiibe edilir ve 50 ul TNB

eklenir. 412 nm ‘de okumasi yapilir.

3.2.1.3. Doku malondialdehid (MDA) 6l¢iimii

Lipid Peroxidation Colorimetric/Fluorometric Assay Kit (BioVision, K739-100,
USA) kullanilarak yapildi. Deney giiniine kadar kit -20°de saklandi.

Lipit peroksidasyonu oksidatif stres nedeniyle olusur. Lipit peroksidasyonunun iyi
bir gostergesi dogal olarak olusan malonildialdehiddir (MDA). Serum ve dokularda
bulunan MDA, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile asit ortamda ve yiiksek 1sida reaksiyona
girerek 532 nm dalga boyunda absorbsiyon piki veren MDA-TBA f{iriinii olusturur.

Saptama limiti: 1 nmol/well

TBA Hazirlanmasi:250 mg TBA 7,5 ml glasiyel asetik asit i¢inde ¢oziindiiriildii ve

iyice karistirildi. Toplam hacim 25 ml olacak sekilde distile su ilave edildi. Iyice karistild:

ve ayni giin ¢aligildu.

MDA Standardinin hazirlanmasi: Oncelikle 0,1 M MDA standardi hazirlandi: 10
ulL MDA standard1 407 uL distile su ile diliie edildi. 0,1 M standarttan 20 uL alind1 ve 980
uL distile su ile kanistirildi. Ve boylece 2 mM MDA standardi hazirlanmis oldu. Bu

standarttan kalibrasyon icin ayrilan kuyucuklara sirasiyla 0,2,4,6,8,10 uL pipetlendi ve her
bir kuyucugun final voliimii 200 uL olacak sekilde distile su eklendi. Bu sekilde,
0,4,8,12,16 ve 20 nmol MDA standartlar1 olusturulmus oldu.

Deneyin yapilisi: Deney i¢in kapakli cam tiipler kullanildi. Her bir cam tiipe 200 uLL
doku siipernatant1 eklendi. Uzerine 600 uL TBA soliisyonu eklendi, 95 Derecede 1 saat
inkiibe edildi. Buzlu suda aniden sogutuldu ve 200 uL her bir drnekten alinarak mikroplak
tizerinde bulunan 6rnek kuyucuklarina transfer edildi. Absorbanslar 532 nm dalga boyunda
ELISA plak okuyucuda okundu ve standartlar kullanilarak kalibrasyon grafigi ¢izildi ve

sonuclar hesaplandi.
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3.2.1.4. Doku Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Ol¢iimii:

SOD Kiti (Siiperoxide Dismutase Activity Assay Kit, BioVision, K335-100)
kullanilarak yapildi. Deney giiniine kadar kit +4’de sakland.

SOD en onemli antioksidan enzimlerden biridir. Siiperoksit anyonunu H,O, ve
O2’ne doniistiiriir. Bu deneyde, siiperoksit anyonu kullanilan reaktifle farmazan boyasi
olusturur. Siiperoksit anyonundaki azalma hizi ksantin oksidaz aktivitesi ile dogru
orantilidir, SOD tarafindan inhibe edilir. SOD inhibisyonu kolorimetrik olarak 540 nm’de

mikroplak okuyucuda belirlendi.

Deneyin yapilisi: 20 uL. doku homojenati tiim kuyucuklara transfer edildi. 20 uL

diliisyon buffer ve enzim ¢alisma soliisyonu eklendi. 37 C’de 20 dakika inkiibe edildi.
Absorbans mikroplak okuyucuda 450 nm’de okundu. Sonugclar inhibisyon hizi olarak ifade
edildi.

3.2.1.5. Dokuda Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesi Ol¢iimii

GSH-Px Kiti (Glutathione Peroxidase Activity Colorimetric Assay Kit, BioVision,
K762-100) kullanilarak yapildi. Deney giintine kadar kit -20°de saklandi.

Okside glutatyonun NADPH kullanan GR enzimi tarafindan tekrar indirgenmis

glutatyon sekline doniistiirmesi sirasinda harcanan NADPH miktart GSH-PX ile dogru
orantilidir. NADPH daki azalma 340 nm’de okunur.

Saptama limiti: 0,5 mU/ml

NADPH standardi: 40 mM NADPH soliisyonu i¢in 0,5 ml dH,O liyofilize NADPH

ile karistirilir.

Deneyin yapilisi: 50 uL doku siipernatant: tim kuyucuklara transfer edildi (kor ve
standart kuyucuklar hari¢) sonra 40 uL reaksiyon karigimi (33 uL assay buffer, 3 ulL 40
mM NADPH soliisyonu, 2 ulL GR, 2 uLL GSH soliisyonu) eklendi. 15 dk inkiibe edildi
(stipernatanttaki mevcut okside glutatyonu yok etmek igin). Sonra 10 uL H,O; eklendi ve
absorbanslar mikroplak okuyucuda belirlendi. Sonuglar mg yas doku basina mU olarak
ifade edildi.
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3.2.1.6. Dokuda Katalaz (CAT) aktivitesi ol¢iimii

Katalaz (CAT) Kiti (Catalase activity Colorimetric/Fluorometric Assay Kit,
BioVision, K773-100) kullanilmistir. Deney giiniine kadar kit +4’de saklandi.

Katalaz canlilarda ¢ok ©Onemli bir antioksidandir. Bu deneyde, disaridan H,0O,
verilerek katalazin peroksidi tiiketmesi izlenir. Tiiketilen H,O, miktar1 ile katalaz arasinda

dogrudan iligki vardir.

Saptama limiti: 1 uU/well

Deneyin yapilisi: Kor ve standart hari¢ tiim kuyucuklara 78 uL doku silipernatanti

konuldu. Sonra, taze hazirlanmis 12 uL 1 mM H;0; 6rnek kuyucuklarina eklendi. Ve 25
C’de 30 dk inkiibe edildi. 10 uL stop soliisyonu eklenerek sonraki basamaga ge¢ildi. Tiim
kuyucuklara reaksiyon karisimindan (46 uL assay buffer, 2 uL oxired prop, 2 uL HRP
soliisyon) 50 uL eklendi. 25C’de 10 dk beklendi. ELISA plak okuyucuda 570 nm dalga
boyunda okuma yapildi.

3.3. Histolojik Analiz

Barsak ornekleri, % 10’luk noétral formaldehid soliisyonunda 4°C’de 24 saat
boyunca fikse edildi. Ornekler daha sonra rutin histolojik prosediire (etanolde dehidrasyon
ve xylene’de temizleme) tabi tutuldu ve parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklardaki
ornekler, bir mikrotomla (Leica RM 2135) randomize sekilde 5-um’luk dilimlere ayrildu.
Bu dilimler, haematoxylin-eosin ile boyandi ve daha sonra da entellan ile inkube edildi.
Fotograflar, Olympus BX51 microscopa monte edilmis bir Olympus DP20 Digital kamera

ile alindi.

TNBS ile olusturulmus TNBS kolitinin derinligini tespit etmek i¢in bir histolojik
gradleme skalasi kullanild1 (Gue ve ark, 1997; Gonzalez ve ark, 1999). Degerlendirilen
parametreler, doku hasari/nekroz, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, submukozal 6dem ve
mukoza hemorajisi idi. Her parametre, degisikliklerin derecesine gore 0 ile 3 arasinda
gradlendi. Doku 6rneklerinin mikroskopik skorlanmasi gruplarin igeriginden habersiz bir

gbzlemci tarafindan uygulandi.
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3.3.1. Makroskopik Skorlama
Makroskopik skorlama, tablo 4’ deki kriterlere gore yapildi.

Tablo 4. Kolon mukozasinin makroskopik skorlama kriterleri. Millar ve ark (1996)’dan
modifiye edilmistir.

Kolit skoru Gozle goriilen morfoloji

0 Makroskobik degisiklik yok

1 Sadece mukozal eritem mevcut

2 Hafif mukozal 6dem, yiizeyel kanama ya da kiigiik erozyonlar
3 Orta derecede 6dem, kanayan {ilserler ya da erozyonlar

4 Ciddi iilserasyon, erozyonlar, 6dem ve doku nekrozu

3.3.2. Histolojik (Mikroskopik) Skorlama

Hasar/ Nekroz, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, submukozal 6dem, mukozal
hemoraji histopatolojik incelemede kalin bagirsakta degerlendirilen parametrelerdir

(Gonzalez ve ark 1999, Guéve ark 1997).

Tablo 5. Kolon mukozasinin mikroskopik skorlama kriterleri. Gonzalez ve ark (1999);
Guéve ark (1997)’dan modifiye edilmistir.

Skor Etkilenme diizeyi

0 Etkilenme yok

1 Hafif etkilenme

2 Orta diizeyde etkilenme
3 Siddetli etkilenme

3.4. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen veriler SPSS (SPSS Inc, Chicago, USA) 17 paket programi
ile degerlendirildi. Kolmogorov Smirnov testi ile nicel verilerin normal dagilim gosterdigi
gbzlendi. Enzim aktivitesi ve skor degiskeni i¢in gruplar arasi karsilagtirmalarda Mann
Whitney U testi kullanild1. Degiskenlerin hepsinde tanimlayic istatistikler, median (%25-

%75 persantil) seklinde gosteridi. P<0.05 olan degerler anlaml1 olarak kabul edildi.
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5. BULGULAR

Calismamizda; TNBS ile olusturulan deneysel kolit modelinde dekspantenol. iletedavinin

sican barsak dokusu iizerine olan etkileri incelenmistir

Tablo 6. Doku MPO, MDA, GSH-PX, CAT, SOD seviyeleri ile Histoloji skorundaki

DXP Sham TNBS TNBS+DXP
;gﬂo“ 1.5 (0.0-2.25) 0.5 (0.0-1.75)" 10.0 (9.0-10.0) 7.5 (5.5-9.0)°
MPO 80.44 (72.88- ] ] 72.46 (54.61-
(o) 03.17) 84.08(63.70-121,72) | 97.61 (63.22-130.88) 83.58)
MDA . 2
(nmolimg) 494 (3.97-17.35) | 5.45(4.32-6.41) 14.41 (4.82-21.84) | 4.41(3.99-5.76)
GSH-PX 2
(mUima) 6.42 (2.55-10.20) 2.65 (2.55-4.53) 454 (2.65-6.42) | 10.20 (5.48-15.87)
CAT
(Ui 1.4 (1.08-6) 1.52 (1.30-1.65) 1.72 (1.42-2.16) 1.62 (1.45-2.35)
SOD (% 82.58 (80.90- 84.27 (83.15-
inhibisyon) 85.12) 85.30 (80.90-86.24) | 83.15 (79.49-84.27) 5.96)

degisiklikler

a, P<0,05 6nem derecesinde; b, P<0,001 6nem derecesinde TNBS grubuna gére anlamli farki gostermektedir.

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Biyokimyasal analizde doku MPO diizeyleri, TNBS grubunda [97.61 (63,22-
130,88)], Sham [84,08 (63,70-121,72)] ve Tedavi gruplarina [72,46 (54,61-83,28)] gore
artmis, fakat aradaki farklar istatistiksel olarak anlamli diizeylere ulagamamistir (p>0,05,

Tablo 6, Sekil 7).
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Sekil 7. Doku MPO diizeyleri.

Doku MDA diizeyleri, TNBS grubunda[ 14,41 (4,82-21,84)] Sham grubuna [5,45
(4,32-6,41)%] gore anlaml seviyede artmis (p < 0,05), TNBS+DXP grubunda [4,41 (3,99-
5,76)*] ise DXP tedavisi ile anlaml diizeyde azalmistir (p < 0,05, Tablo 6, Sekil 8).
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Sekil 8. Doku MDA diizeyleri. a, TNBS grubuna gére anlamli (p<0,05)
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Doku GSH-Px diizeylerinde en yiiksek deger TNBS+DXP tedavi grubunda [10.20
(5.48-15.87)%] gozlenmistir, bu deger TNBS grubundan [4.54 (2.65-6.42)] anlamli sekilde
yiiksektir (p<0.05, Tablo 6, Sekil 9).
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Sekil 9. Doku GSH-PX diizeyleri. a, TNBS grubuna gore anlamli (p<0,05)

Doku CAT diizeyleri bakimindan gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunamadi. (Toblo 6, Sekil 10)
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SOD diizeyleri, TNBS grubunda [83.15 (79.49-84.27)] seklinde iken tedavi
grubunda [84.27 (83.15-85.96)] yiikselme gdstermis ama bu artis istatiksel olarak anlamli
degildir. (P>0.05)

DXP Sham TNBS

Sekil 11. Doku SOD diizeyleri.

4.2. Makroskobik Skorlama

TNBS+DXP

8] Median

Kontrol ve deney grubu hayvanlarda kolon mukozasinin makroskobik skorlamasi

Tablo 4 ‘deki kriterlere gore yapildi. Fakat DXP tedavi ve TNBS kolit grubu arasinda

makroskopik degerlendirmede istatistiki olarak anlamli fark belirlenemedi (Resim:2).
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DXP Kontrol grubu

Resim 2. Gruplarin kalin barsak drneklerinin makroskobik goriintiisii.

4.3. Histolojik Bulgular

4.3.1. Histolojik (Mikroskobik) Skorlama

Histolojik skorlama Tablo 5°de verilen kriterlere gore yapildi. Kolit
olusturulmasindan sonra 3 giin boyunca 500mg/kg/glin dozunda intraperitonal olarak

uygulanan dekspantenoliin mikroskopi skorlar1 tizerindeki etkisi sekil 12°de gosterilmistir.
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O] Median

DXP Sham TNBS TNBS+DXP

Sekil 12. Tedavi grubunda (TNBS+DXP) mikroskobik skorlama.
a, P<0,05 onem derecesinde, TNBS grubuna gore istatistiksel anlamli fark oldugunu

gostermektedir.
4.4, Histolojik Sonuglar

TNBS koliti, mukoza nekrozu, mukoza ve submukozada yaygin inflamatuar hiicre
infiltrasyonu ve submukozal 6demle karakterize idi (Resim5). 500 mg/kg DXP ile tedavi,

TNBS uygulanmasi ile olusan morfolojik degisiklikleri azaltt1 (Resim 6).
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Resim 3. DXP kontrol grubuna ait dokunun histopatolojik 6zellikleri.

Resim 4. Sham kontrol grubuna ait dokunun histopatolojik dzellikleri.
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Resim 5. TNBS grubuna ait dokunun histopatolojik 6zellikleri.

Resim 6. TNBS+DXP tedavi grubuna ait dokunun histopatolojik 6zellikleri.
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5. TARTISMA

Inflamatuar barsak hastaligi; intestinal inflamasyon ve mukozal doku hasariyla
baslar, bozulmus immun cevapla ilerler. Belirtileri intestinal ve ekstraintestinal olan,
yaygin olarak goriilen kronik seyirli bir gastrointestinal sistem hastaligidir (Ozkan, 2008).
Inflamatuar barsak hastaliginda, énemli faktdrlerden biri bilinmeyen mekanizmalarla
intestinal epitelyal bariyerin yikilmasidir (Schmidt ve Stallmach 2005; Thompson-
Chagoyan ve ark, 2005). Digeri ise; aktive olmus nétrofiller, monositler ve makrofajlar
araciligiyla gerceklestirilen ve artmis reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri ile karakterize

anormal immun ve inflamatuar cevap meydana gelmesidir.

Bu ¢alismada, trinitrobenzen sulfonik asid (TNBS) ile deneysel kolit olugturulmus
ratlarda, antioksidan ve anti-inflamatuar mekanizmalar araciligiyla, dekspantenoliin (DXP)
kolonik doku hasar1 {izerindeki etkisi degerlendirilmistir. Calisma bulgulari, DXP’nin
kolonik doku hasari ve inflamasyonunu azalttigin1 gostermistir. Ayrica, DXP tedavisinin

lipid peroksidasyonunu azaltirken, antioksidan durumu arttirdigini da gostermistir.

Kolit dahil birgok inflamatuar barsak hastaliginda, ROS’un doku hasarinin
artmasinda etkisi vardir (Norris ve ark, 1982; Selve, 1992; Liu ve ark, 2003). Siiperoksit,
hidrojen peroksit ve hidroksil radikali gibi reaktif oksijen tiirleri inflamasyon durumunda
salinirlar ve bunlar doymamis yag asitlerinden bir H atomu Kkopartarak lipid
peroksidasyonunu baslatip, doku hasarina neden olan lizozamal enzimlerin salinmasina yol
acarlar. Oksidan hasar1 6nlemek i¢in hiicrede antioksidan sistem icinde; A, E gibi
antioksidan ozellikteki vitaminler, indirgenmis glutatyon (GSH), Kkatalaz (CAT),
stiperoksit dismutaz (SOD) ve miyeloperoksidaz (MPO) gibi enzimler yer alir (Canbakan,
2000; Yilmaz, 2008). Herhangi bir ila¢ veya ajanin kolitteki koruyucu rolii, ROS’la

indiiklenen LPO’u inhibe etme ve ROS’u temizleme iizerinden tayin edilebilir.

Inflamatuarproses esnasinda hiicre membranindaki poliansatiire yag asitlerinin
serbest oksijen radikalleri ile hizla reaksiyona girmesi sonucu lipid peroksidasyonu
meydana gelir (Halliwel, 1989; Karihtala ve Soini, 2007). Olusan lipidperoksil radikalleri;
hidroperoksidlere, hidroperoksidler de daha zararli radikal ozelligi olan aldehitlere
dontisiirler. Bu aldehidler icinde en ¢ok bilineni MDA’dir. Dolayisiyla bir dokuda MDA

seviyesinin artmasi serbest oksijen radikallerinin ve bunlara bagl olarak da yikimin
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arttigin1 gosterir (Slater, 1984; Girotti, 2000). Yani LPO’yu inhibe etme ve ROS’u

temizleme etkileri, MDA ve antioksidan enzim seviyelerinin tayini ile belirlenebilir.

Etensel ve ark (2006) tarafindan yapilan bir hayvan caligmasinda testis torsiyonu
olusturulan gruba dekspantenol verilmis ve daha sonra detorsiyone edilerek doku ve serum
MDA degerlerine bakilmistir. 500 mg/kg dekspantenol verilen grupta serum ve doku MDA
degerleri anlamli olarak diisiik bulunmustur. Ratlarda yapilan bazi antioksidan ve anti-
inflamatuar ajanlarin uygulandig1 ¢esitli ¢alismalarda da MDA diizeylerinin azaldig
bildirilmistir (Kuralay ve ark, 2003; Zhou ve ark, 2006). idiyopatikproktokoliti olan
insanlar tizerinde yapilmig bagka bir ¢alismada 5-aminosalisilik asitin antioksidan sistem
tizerine etkileri incelenmistir. 10 hasta 10 hafta boyunca 5-aminosalisilik asit tedavisi
almis, tedavi sonucunda yiikselmis olan serum MDA diizeyinin azaldigin1 bulunmustur
(Beno ve ark, 1994). Baska bir ¢alismada ratlarda stresle agreve edilen TNBS kolit
modelinde oksitosin tedavisinin reseptor bagimli mekanizmalarla kolite bagli hasar
azaltigim1 ortaya konmustur. Ratlarda TNBS ile kolit olusturulmus, ardindan bes giin
boyunca 30 dakika siireyle stres testi olarak sudan kag¢inma seklinde psikolojik test
uygulanmistir. Stresle indiiklenen MDA diizeyi artisini oksitosin tedavisi geri ¢evirmistir
(Cetinel ve ark, 2010). Karadag ve ark (2014) yaptiklar1 bir ¢alismada, nekrotizan
enterokolitte (NEC) DXP tedavisinin antioksidan ve anti-inflamatuar etkisiyle intestinal
hasar azalttigini bildirmislerdir. Kontrol ve Kontrol+DXP gruplarina gére NEC grubunda
doku MDA, total oksidant durumlar1 ve oksidatif stres indeks seviyeleri yliksek

bulunmustur. Bu degerler DXP ile tedavi olan yenidogan ratlarda diismiistiir.

Calismamizda da kolit grubunda MDA seviyesi, DXP kontrol (P>0,05) ve Sham
kontrol (P<0,05) gruplarina gore artmis ve DXP tedavisi ile belirgin bir sekilde azalmigtir
(P<0,05; Tablo 6). Bu sonug¢, DXP’nin TNBS ile indiiklenen lipid peroksidasyonunu

basaril1 bir sekilde azalttigin1 gostermektedir.

Miyeloperoksidaz dokularda nétrofil infiltrasyonunu gosteren ve Ozellikle akut
donemde hizla yanit veren bir enzimdir (Isik, 2009). Aktif strese yanit olarak 16kositlerden
salinir. OH radikali, reaktif oksijen radikalleri ve sitokinler polimorf nétrofil 16kostlerin
cogunulugunu olusturan nétrofilleri aktive eder. MPO, elastaz, kollojenaz, proteaz,
laktoferrin ve katyonik proteinler gibi enzimler dokuya gelen aktive notrofiller tarafindan

ac1ga cikarilir. Sonug olarak agiga ¢ikan bu enzimlerle hem doku hasari artar, hem de daha
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fazla radikal olusur. Inflamasyon durumunda MPO ekstraseliiler ortama salmir (Dede,
2007; Diizgiinginar, 2007).

Yapilan bir calismada ratlarda asetik asite bagli deneysel kolit modelinde
oksidan/antioksidan yanit tizerine L-carnitinin etkileri incelenmis olup, tedavi gruplarinda
MPO aktivitesinin kolit grubuna gore istatistiksel anlamli olarak azalmis oldugu
goriilmistiir (Cetinkaya ve ark, 2006). Sakr ve ark (2012) doku MPO diizeylerinin kolitle
birlikte anlamli diizeyde arttigin1 ve tedavi amaclh polifenol verilen gruplarda azaldigini
rapor etmisglerdir. Jahovic ve ark (2005), TNBS yontemiyle olusturduklar kolit modelinde,
anjiotensin doniistiiriicii enzim (ACE: anjiotensin-converting enzim) inhibitdrleri olan
lisinopril ve captopril’in etkilerini incelmisler ve doku MPO aktivitesinde, kolit grubunda
kontrol grubuna gbre anlamli bir artis oldugunu bildirmislerdir. Ek ve ark (2008) de kolit
olusturduklari ratlarda antioksidan ile tedavi verilen grubun MPO diizeylerinin azaldigini
bildirmislerdir. Sener ve ark (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada ratlarda TNBS’ye
bagli deneysel kolit modelinde erdosteinin antioksidan ve radikal siipiiriicii etkisiyle
kolonik inflamasyonu azalttigi bulunmustur ve tedavi gruplarinda kolit kontrol grubuna

gore MPO aktivitesinin diisiik oldugu saptanmustir.

Calismamizin biyokimyasal sonuglarinda, MPO aktivitesi, TNBS uygulanmis tiim
ratlarda artmis ve MPO’daki bu artis DXP tedavisi ile azalmistir (Tablo 6). Fakat bu
azalma istatistiksel olarak anlamli diizeylere ulasamamustir (p>0,05). Tedavi grubu
biyokimya sonuglarindaki ‘‘kolit grubuna gore azalma seyri’’ ne (Sekil 7) ve tedavi grubu
histoloji sonuglarina (Resim 6) dayanarak, DXP tedavisi ile MPO’da goriilen azalma onun
anti-inflamatuar 6zelligini géstermekte diyebiliriz. Fakat bunun istatistiksel olarak anlamli
diizeylere ulagamamasi belki de daha yiiksek bir doz veya daha uzun bir tedavi siiresinin

olmasi gerektigine isaret etmektedir.

DXP (provitamin B5), enteral ve parenteral formlar:1 olan, emniyetli, ucuz ve kolay
bulunabilen bir ilagtir. Pantotenik asid’in ROS ile olusturulan hiicre hasarina karsi
koruyucu etkileri literatlirde iyi siralanmistir (Slyshenkov ve ark, 1999; 2001; 2004;
Wojtczak, 2003). PA, hiicre CoA igeriginde artig sagladigi gibi hiicrelerde ATP ve GSH
sentezini de arttirir (Slyshenkov ve ark, 1999; 2004). CoA ve ATP, fosfolipid ve kolesterol
sentezi i¢in 1ki ana elemandir. Bu sekilde her ikisi de hiicre membrani ve doku hasari

tamirine katkida bulunurlar (Slyhenkov, 1995; Hayes; 1999). PA ve GSH ayrica
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apoptozis’in kontroliinde de major rol oynarlar (Slyshenkov ve ark, 2001; Wojtczak,
2003).

Indirgenmis glutatyon (GSH) ve GSH-Px, ROS hasarina kars1 ilk ve ikinci
savunma hattin1 olusturmakla kalmayip ayni zamanda detoksifiye edilmis oksidasyon
tiriinlerinin  hiicreden tamamen uzaklastirilmasint da sagladiklari i¢in intraselliiler
antioksidan metabolik siireclerde 6nemli rol oynarlar (Hayes ve Mclellan, 1999). GSH-Px,
indirgeme ekivalani olarak GSH’1 kullanarak, organik ve inorganik hidroperoksitleri,
kendilerine karsilik gelen hidroksil bilesiklere indirgeme kabiliyetinde olan antioksidan
enzimlerin bir ailesini olusturur (Arai ve ark, 1999; Jefferies ve ark, 2003). Glutatyon
peroksidaz enzimi, dokulart H,O, ve lipoperoksitlerin olusturdugu oksidatif hasara karsi
koruyan baslica enzimlerden biridir (Ozben, 1998). Lipid peroksitlerinin indirgenmesini
katalizler (Halliwell, 1994). Boylece membran lipidlerini ve hemoglobini, peroksidlerin
oksidasyonuna kars1i korur. Hidrojen peroksitin oOzellikle diisikk konsantrasyonlarda

bulundugu durumlarda, peroksi radikallerine afinitesi katalazdan daha fazladir (Halliwell
1974).

Gonzalez ve ark (2001) TNBS koliti ile yaptiklar1 ¢alismada E vitamini tedavisinin
GSH-Px seviyelerini kolit grubuna gore arttirdigini gostermislerdir. Bagka bir TNBS kolit
calismasinda da, tedavi gruplarinda TNBS grubuna gore yiiksek GSH-Px seviyeleri elde
edildigi bildirilmistir. (Wang, 2011; Xing, 2013). Benzer sekilde Tiiziin ve ark (2002)
deneysel olarak kolit olusturduklar1 bir caligmada doku GSH-PX diizeylerinin antioksidan
grupta daha yiiksek oldugunu ve antioksidan kullaniminin kolitte ortaya ¢ikan
semptomlarin azalmasinda etkili olabilecegini sdylemislerdir. Karadag ve ark (2014)
yenidogan ratlarda DXP’i uyguladiklart NEC modelinde, GSH-Px aktivitesinin diger
gruplarla karsilastirildiginda NEC grubunda azaldigini, NEC+DXP grubunda ise normal

veya normale yakin enzim aktivitesi mevcut oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda da GSH-Px aktivitesi, DXP tedavi grubunda, TNBS grubuna gore
anlamli derecede yiiksekti (P<0,05; Tablo 6, Sekil 9). Ratlardaki GSH-Px enzimi,
insandaki gibi multikaynakli bir enzim ailesi olabilir ve ¢alismamizdaki yliksek GSH-Px’in

kaynagi, gastrointestinal doku olabilir. Tabii ki bu konu daha ileri seviyede arastiriimalidir.

Stiperoksit dismutaz enzimi serbest radikalleri substrat olarak kullanir. Bilinen tek

substrati  stiperoksit radikalidir (O7). Siiperoksidin hidrojen peroksite (H20,)
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dismutasyonunu Kkatalize eden bir metalloenzimdir (Canbakan, 2000). TNBS ile
olusturulan IBH’de SOD verilmesinin oksidatif stresi azalttigi, adezyon molekiillerinin
expresyonunu ve l6kosit iyilesmesini diizelttigi bildirilmistir (Segui ve ark, 2004). Zhou ve
ark (2006) yaptiklar1 ¢alismada ratlarda TNBS’ye bagli kolit modelinde tedavi edici madde
olarak kullandiklar1 Gingko biloba extresinin, inflamasyon {izerine iyilestirici etkisi
oldugunu gostermisler ve tedaviyle kolon dokusunda SOD enzim aktivitesinin arttigini
bildirmislerdir. Dong ve ark (2003) asetik asit ile kolit olusturduklar1 bir ¢alismada kolit
grubunda normal kontrol grubuna gore doku SOD diizeylerinin diistiiglinii rapor
etmiglerdir. EK ve ark (2007) TNBS ile olusturduklar1 deneysel kolit modelinde CAPE’in
etkileri aragtirmis ve tedavi gruplarinda SOD enzim aktivitesinin yiikseldigini
raporlamiglardir. Karadag ve ark (2014) NEC modelinde, diger gruplar gore NEC
grubunda SOD diizeyinin belirgin olarak azaldigini tespit etmislerdir. Bagka bir ¢aligmada
ise Kuralay ve ark (2003) asetik asit ile olusturduklar1 kolit modelinde SOD seviyesinin

arttigini ve tedaviyle bu seviyenin azaldigini bildirmislerdir.

Literatiirde inflamasyon calismalarinda, tedavi ile SOD ve CAT enzimlerinin her
ikisinin de arttig1 goriilmektedir (Ek ve ark, 2008). SOD aktivitesinde tedavi ile
“inflamasyon grubuna gore artig seyri” calismamizda da gozlendi. Fakat artislar anlamli

diizeylere ulagsmadi (p>0,05; Tablo 6; Sekil 11).

Katalaz enzimin aktivitesi, hidrojen peroksit seviyesi ortamda fazla yiikseldigi
zaman belirgin olarak artar. H,O; seviyesi diistiigiinde ise hidrojen peroksiti substrat olarak
kullanan glutatyon peroksidaz gibi diger antioksidan enzimler devreye girer ve hidrojen
peroksiti ortamdan uzaklastirirlar (Agar ve ark, 1986). Kuralay ve ark (2003) asetik asit ile
olusturduklart kolit modelinde CAT aktivitesinin kolit ile birlikte degismedigini
bildirmislerdir bunun sebebi olarakta muhtemelen H»O,‘nin diger hiicresel antioksidan
mekanizmalarla ortadan kaldirilmasi oldugunu sdylemislerdir. Ayni sekilde, yaptigimiz
calismada da CAT diizeyleri bakimindan gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunamadi (Tablo 6; Sekil 10).

TNBS kolit modelinde mukozal 6dem, kanama odaklari, segmental {ilserasyon ve
nekrotik alanlar yaygin olarak goriilmektedir (Morris ve ark, 1989; Zhou ve ark, 2006).
Calismamizda Dekspantenol verilen kolit grubunda makroskobide istatistiki olarak
degerlendirmede anlamli bir farka rastlanmamistir (Resim 2). Bu da, mikroskopide goriilen

lyilesmenin 5 giinliik tedavi silirecinde makroskobiye yansimamasi ve bunun i¢in daha
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uzun bir siirece ihtiya¢ olmasi nedenine baglanabilir. Bu galismada mikroskopi skoru,
TNBS grubunda tim gruplardan anlamli sekilde yiiksekti. 500 mg/kg DXP ile tedavi
edilen hayvanlarda mikroskopi skoru, anlamli derecede azaldi (P<0,05; Sekil 12). DXP
tedavisi, kolitli dokuda inflamatuar hiicre infiltrasyonunu belirgin bir sekilde azalttig1 icin,
DXP’nin histolojide gozlenen inhibitor etkisi, biyokimyasal analizde MPO seviyesi DXP
tedavisi ile anlamli seviyede diismemis olmasina ragmen, olasilikla onun anti-inflamatuar

ve antioksidan etkilerine baglidir.

Literatiirler, DXP’yi serum LPO’nun oOnemli zayiflaticis1 olarak gdstermistir
(Wojtczak ve Slyshenkov, 2003). Son zamanlarda, DXP’nin, I/R kaynakli bobrek hasarli
ratlarda yapilan ¢alismada, oksidatif stresi azaltmasiyla ilgili yararli etkileri raporlanmistir
(Altintas ve ark, 2012). Baska bir ¢alismada, ratlarda bleomisine bagli pulmoner fibrozisde
test edilmistir ve DXP’ nin oksidatif stresi azaltmasi ile akciger fibrozisdeki koruyucu etkisi
vurgulanmigtir (Ermis ve ark, 2009). Etensel ve ark (2006) testis iskemi-reperfiizyon
calismalarinda, lipid peroksidasyonunu azaltma yoluyla inflamatuar yanit1 arttici oksidatif

stres basamaklarina kars1 koruyucu olarak DXP’yi yararli bulmuslardir.

Literatiirde c¢alismamiza en yakin bir c¢aligmada Karadag ve ark, DXP’nin
nekrotizan enterokolitteki (NEC) etkisini arastirmiglardir (Karadag ve ark, 2015). Calisma
bulgulari, DXP’nin intestinal doku hasari ve inflamasyonunu azalttigin1 gdstermistir.
Ayrica, DXP tedavisinin lipid peroksidasyonu azaltirken, antioksidan durumu arttirdigin
da gozlemlemislerdir. Ayrica, yiiksek sitokin seviyelerinin NEC boyunca ROS saliniminin
ana modiilatorleri oldugunun yaygin olarak kabul edildigini ve g¢alismalarinda, NEC
ratlarda TNF-a ve IL-1b’nin arttigini, DXP tedavisi ile NEC+DXP ratlarda ise azaldigin
bildirmislerdir (Baregamian ve ark, 2009). Ayrica DXP’nin anti-inflamatuar etkisinin insan
polimorfoniikleer nétrofillerinden salinan MPO gibi TNF-a ve IL-1B’nin salinmasinin
inhibisyonuna atfedilebilecegini, fakat bu hipotezin daha ileri arastirma gerektirdigini
bildirmislerdir. Anti-inflamatuar etkiyi tespit etmede Karadag ve ark (2015) TNF-a ve IL-
1b’1 kullanirken, bizler calismamizda MPO’u kullandik.
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6. SONUC ve ONERILER

Dekspantenoliin anti-inflamatuar ve antioksidan mekanizmalar {izerinden IBH
stirecine olumlu etkisi, yapilan ¢esitli ¢alismalarla goriilmiistiir. Bildigimiz kadariyla
calismamiz DXP tedavisinin TNBS ile olusturulmus deneysel kolit ¢alismalarinda faydali
etkisini gosteren ilk calismadir. DXP ile tedavi, ratlarda TNBS ile olusturulan kolitte,
kolon doku hasarin1 azaltma potansiyeli tasimaktadir. Bu yiizden bu 6zellikleriyle DXP,
IBH’den korunma ve IBH tedavisinde yeni ve etkili yardimci bir tedavi olarak

diisiiniilebilir.

DXP’nin etki mekanizmasi hakkinda bilinenler yukarida siralandi. Fakat
siklooksijenaz (COX) enzimi ve prostaglandinler (PG)’ler iizerinden bir etkisi olup
olmadigini bildiren herhangi bir ¢alisma su an literatiirde bulunmamaktadir. Dolayisiyla bu

mekanizmalar {izerinden etkisi, arastirilmaya deger bir konudur.
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