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OZET

INDOMETAZIN iLE MIDE ULSERI OLUSTURULAN RATLARDA ZEYTIN (Olea
Europaea) YAPRAGI EKSTRESININ KORUYUCU ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Uyar M. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Veterinerlik
Biyokimyasi1 Programi, Anabilim Dah, Yuksek Lisans Tezi, Aydin, 2024.

Amag: Indometazin ile olusturulan mide iilserinde zeytin yaprag: (Olea Europaea) ekstresinin

koruyucu etkilerinin arastirilmasi.

Gere¢ ve Yontem: Calismada 42 adet erkek Sprague Dawley rat kullanilmistir. Zeytin
yapraklar1 (Olea Europaea) uygun sartlarda toplanip sivi azotla parcalanarak etanolde
¢Oziindiiriildiikten sonra uygulanan evaporasyon islemiyle konsantre zeytin yapragi ekstresi
elde edildi. Ratlar, kontrol grubu, Ulser grubu (25 mg/kg indometazin), zeytin yapragi ekstresi
(400 mg/kg) grubu, lansoprazol (30 mg/kg) alan iilser grubu (referans ilag), zeytin yapragi
ekstresi (100, 200, 400 mg/kg) alan {ilser grubu olmak iizere yedi gruba ayrilmistir (n=6).
Hayvanlar 16 saat a¢ birakildiktan sonra, tim maddeler belirtilen doz ve miktarlarda oral olarak
verildi. 15 dakika sonra kontrol ve 400 mg zeytin yapragi gruplar1 haric tiim ratlara indometazin
(25 mg/kg dozda) uygulandi. 6 saat sonra ratlar anestezi altinda kalplerinden 5 ml kan alinarak
Otenazi edilmis ve mideleri ¢ikarilmistir. Dokular, hematoksilen-eozin boyama teknigi
kullanilarak histopatolojik olarak incelendi ve interlokin 1 beta (IL-1B) ve TNF alfa (TNF-a)
duzeyleri ticari kit kullamlarak ELISA yontemiyle, malondialdehit (MDA), slperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon (GSH), miyeloperoksidaz (MPO) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) duzeyleri ise spektrofotometrik manuel yontemle belirlenmistir.
Biyokimyasal verilerin istatistiksel analizde Kruskal-Wallis H testi kullanilmustir.
Histopatolojik bulgularin degerlendirilmesi tek yonli ANOVA ve Tukey testi ile
gerceklestirilmigtir.

Bulgular: Makroskopik incelemeler sonucunda, kontrol grubunda ve 400 mg zeytin yapragi

ekstresi verilen grupta midede herhangi bir harabiyet gozlenmedi. indometazin ile birlikte
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verilen zeytin yapragi ekstresinin (100 mg/kg- 200 mg/kg- 400 mg/kg) rat midesinde
olusturdugu harabiyet oranlar1 sirasiyla %0,89, %0,67 ve %0,83 olarak tespit edildi.
Biyokimyasal analizler sonucunda indometazin grubu, lansoprazol + indometazin grubu ve
zeytin yapragi ekstresi gruplari ile kontrol grubu arasinda GSH, KAT, MDA, MPO, SOD ve
GPx degerleri arasinda anlamli bir farklilik tespit edildi (p<0.05). Zeytin yapragi ekstresi
uygulanan gruplarda TNF-a ve IL-1p diizeylerinde anlamli azalma oldugu gorildu. (H=40,216,
p=0,00). Butlin parametreler birlikte degerlendirildiginde genellikle 200 ve 400 mg/kg dozlarin
koruyucu etkili oldugu en etkili dozun 400 mg/kg zeytin yaprag: ekstresi oldugu belirlendi. En
yiliksek dozun uygulandig1 400 mg zeytin yapragi ekstresi grubunda herhangi bir toksik etki

gorilmedi.

Sonug: Bulgularimiz, zeytin yapragi ekstresinin, indometazin tarafindan olusturulan mide

ulseri ve oksidatif strese karsi koruyucu etkili oldugunu gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Gastrik iilser, Indometazin, inflamasyon, Zeytin Yaprag: Ekstresi
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF PROTECTIVE EFFECT OF OLIVE LEAF (Olea Europaea)
EXTRACT ON INDOMETHACIN-INDUCED GASTRIC DAMAGE IN RATS.

Uyar M. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Department Of
Biochemistry Programme, Master Thesis, Aydin, 2024

Objective: To investigate the protective effects of olive leaf (Olea Europaea) extract in gastric

ulcer induced by indomethacin.

Materials and Methods: In the study, 42 male Sprague Dawley rats were used. Olive leaves
(Olea Europaea) were collected under appropriate conditions, crushed with liquid nitrogen,
dissolved in ethanol and concentrated olive leaf extract was obtained by evaporation. Rats were
divided into seven groups as control group, ulcer group (25 mg/kg indomethacin), olive leaf
extract (400 mg/kg) group, ulcer group receiving lansoprazole (30 mg/kg) (reference drug),
ulcer group receiving olive leaf extract (100, 200, 400 mg/kg) (n=6). After the animals were
fasted for 16 hours, all substances were administered orally at the indicated doses and amounts.
After 15 minutes, indomethacin (25 mg/kg xvise) was administered to all rats except control
and 400 mg olive leaf groups. After 6 hours, the rats were euthanised under anaesthesia by
taking 5 ml of blood from their hearts and their stomachs were removed. The tissues were
histopathologically examined using haematoxylin-eosin staining technique and interleukin 1
beta (IL-1p) and TNF alpha (TNF-0) levels were determined by ELISA method using a
commercial kit, Malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutathione (GSH), myeloperoxidase (MPO) and glutathione peroxidase (GPx) levels were
determined by spectrophotometric manual method. Kruskal-Wallis H test was used for
statistical analysis of biochemical data. Evaluation of histopathological findings was performed
by one-way ANOVA and Tukey test.

Results: As a result of macroscopic examinations, no gastric damage was observed in the
control group and in the group given 400 mg olive leaf extract. The rates of damage caused by
olive leaf extract (100 mg/kg- 200 mg/kg- 400 mg/kg) given together with indomethacin in the

rat stomach were 0.89%, 0.67% and 0.83%, respectively. As a result of biochemical analyses,
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a significant difference was found between GSH, KAT, MDA, MPO, SOD and GPx values of
indomethacin group, lansoprazole + indomethacin group and olive leaf extract groups and
control group (p<0.05). There was a significant decrease in TNF-a and IL-1p levels in the
groups treated with olive leaf extract (H=40.216, p=0.00). When all parameters were evaluated
together, it was determined that 200 and 400 mg/kg doses were generally protective and the
most effective xviose was 400 mg/kg olive leaf extract. No toxic effect was observed in the 400

mg olive leaf extract group in which the highest xvidse was applied.

Conclusion: Our findings indicate that olive leaf extract is protective against gastric ulcer and

oxidative stress induced by indomethacin.

Keywords: Gastric Ulcer, Indomethacin, Inflammation, Olive Leaf Extract

XVi



1. GIRIS

Gastrik tilser, mide mukozasinda gorilen, sinirlari belirgin, asit kaynakli bir durum olup
ist gastrointestinal sistemin en yaygin goriilen hastaliklarindan biridir (Guzman-Goémez ve
digerleri, 2023; Karaboga ve digerleri, 2017; Xie ve digerleri, 2022). Gastrik iilserin temel
patogenezinin, mukozal defans faktorleri (mukozal kan akimi, biiyiime faktorleri, mukozal
hiicre proliferasyonu ve prostaglandinler) ile agresif faktorler (safra tuzlari, pepsin ve gastrik
asit salgisi) arasindaki denge bozuklugu sonucu olustugu bildirilmistir (Abbas ve Sakr, 2013;

Koc ve digerleri, 2020; Yavas ve digerleri, 2020).

Gastrik iilserlerin olusumunda etkili olan bir¢ok faktér bulunmaktadir. Mide mukoza
bariyerindeki bozukluklar, yaniklar, sepsis, Helicobacter pylori (H.pylori) enfeksiyonu,
karaciger rahatsizliklari, stres, alkol ve sigara tiiketimi, uzun siireli steroid ve nonsteroid
antienflamatuvar ilaglarin (NSAII) kullanimi gibi etiyolojik faktorler gastrik lser riskini
artirabilir (Aydm Berktag ve Atalay Dumlu, 2022; Verme ve Kumar, 2016). Ayrica, reaktif
oksijen tiirlerindeki artisla iliskilendirilen oksidatif stresin, iilser patogenezine énemli katkida

bulundugu belirtilmektedir (Yavas, 2020).

Gastrik tilserin en yaygin nedeni H. pylori enfeksiyonu olup, ikinci sirada nonsteroidal
antienflamatuvar ilag (NSAII) kullanimi gelir (Guzman-Géomez ve digerleri, 2023). NSAil'ler,
agr1 kesici, ates diistliriicii ve inflamasyon Onleyici 6zellikleri nedeniyle romatizma kokenli
hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Miura ve digerleri, 2002; Odabasoglu
ve digerleri, 2006). Bu ilaglarin yliksek dozda ve uzun siireli kullanimlar1 gastrointestinal
kanalda kanama, Ulserasyon ve perforasyon gibi yan etkilere neden olabilmektedir (Chen ve
digerleri, 2016). Steroid olmayan antiinflamatuvar ila¢ kullananlarin %25'inde (lser

gelismektedir (Narayanan ve digerleri, 2018).

NSAII ailesine ait olan indometazin, diger grup Uyelerine kiyasla daha yiiksek
iilserojenik etkiye sahip olmasi nedeniyle deney hayvanlarinda gastrik iilser olusturmak i¢in
sikca tercih edilir (Suleyman ve digerleri, 2010; Yodoi ve digerleri, 2016). Indometazin,
siklooksijenaz enzimlerinin (COX-1 ve COX-2) inhibisyonu yoluyla sitoprotektif etkili
prostaglandin sentezini bloke ederek, mukus ve bikarbonat salgisinin ve mukozal kan akiginin
azalmasina ve gastrik asit saliniminin artmasina neden olarak mide savunma mekanizmalarin1
bozmaktadir (Abbas ve Sakr, 2013; Laine ve digerleri, 2008). Indometazin oksidan etki

gOstererek reaktif oksijen turlerinin tretimine neden olmakta ve buna bagl olarak lipit



peroksidasyonuna neden olarak gastrik dlser olusumunu tetikleyebilmektedir (Kwon ve
digerleri, 2019; Muhammed ve Abulsoud, 2013).

Gastrik Ulser tedavisinde birinci basamak; asit saliniminin azaltilmasi amaciyla
antiasitler, H, reseptor antagonistleri ve proton pompa inhibitérleri (PPI) gibi ilaglarm
uygulanmasidir (Olaleye ve digerleri, 2013). Modern ilaglar, mide asit salgisini basarili bir
sekilde inhibe edebilmekle birlikte yiksek dozda ve uzun siireli kullanimlar1 yan etkilere neden
olmaktadir. Ayrica bu ilaglarin maliyetleri de yiiksek olabilmektedir (Bi ve digerleri, 2014). Bu
durum, etkili ve guvenli profillere sahip olduguna inanilan tibbi bitkilere olan ilgiyi artirmistir
(Dharmani ve digerleri, 2005; Sabiu ve digerleri, 2015). Tibbi bitkiler, daha az yan etkili ve
uygun maliyetli olduklar1 igin gastrik Glser tedavisinde alternatif bir yontem olarak
degerlendirilmektedir (Chen ve digerleri, 2016). Ulkemizde gastrik lser tedavisinde
kullanildig: bildirilen 120 bitkiden biri de zeytin agac1 yapragidir (Kultir ve digerleri, 2018).

Zeytin agaglar1 (Olea Europaea.), yetistigi topraklarda ekonomik, sosyal, dini ve
kiiltiirel degerlere sahip, en eski kiiltiir agaclarindan biridir (Talhaoi ve digerleri, 2015; Unissa
ve digerleri, 2022). Olea Europaea'dan clde edilen iiriinler (meyve, yag ve yaprak), antik
cagdan gilinlimiize kadar halk tibbinda ¢esitli hastaliklarla miicadelede kullanilmistir (Syed ve
digerleri, 2022). Zeytin agac1 yapragy, ilk olarak antik Misir'da kullanilmistir (Ozgimen ve
digerleri, 2010). Zeytin yapragnin tibbi 6zelliklerine dair bilgilerin 1800'lerin basina kadar
uzandi@1 bilinmektedir. Bu yillarda zeytin yapragi, sitma hastaligi ve semptomlarmin
azaltilmasinda, hipertansiyon ve diyabet tedavisinde bitkisel ila¢ olarak kullanilmistir (Ben

Salem ve digerleri, 2014; Sahin ve Bilgin 2017).

Diiiretik 6zelligiyle bilinen zeytin yapragi, antioksidan, antiinflamatuvar ve antiaritmik
ozelliklere de sahiptir. Ayrica antimikrobiyal aktivite gosterir (Alternative Medicine Review
2009; Benavente-Garcia ve digerleri, 2000). Zeytin yapragmin farmakolojik 6zelliklerinden
sorumlu olan fenolik bilesikler, bitkinin ikinci metaboliti olarak adlandirilmaktadir (El ve
Karakaya, 2009; Talhaoui ve digerleri, 2018). Fenolik maddeler arasinda, zeytin meyvesinin
aciligindan sorumlu olan oleuropein énemli bir rol oynar (Menduh, 2015). Oleuropein, zeytin
agacinim tiim bolgelerinde bulunmasina ragmen, yapraklarda diger kisimlara gore daha yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur. Bu durum, zeytin yapraklarini en gii¢lii dogal antioksidanlardan
biri haline getirir (Dekansi ve digerleri, 2009a). Glgclu farmakolojik 6zellikleri nedeniyle zeytin

yapraklarina olan ilgi glinimuzde de devam etmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mide Anatomisi

Gastrointestinal sistemin en genis bolumi olarak kabul edilen mide, insanda 0zefagus ile
onikiparmak bagirsagi arasinda, karmn boslugunun sol st kadraninda konumlanmis olan
yaklasik 25 cm uzunlugundaki bir organdir (Yildirim, 2013). Midenin sekli ve biiytikliigii, bos
veya dolu olma durumuna, vicut pozisyonuna (ayakta, otururken veya yatarken), mide
kaslarinin tonusuna, yasa ve cinsiyete bagl olarak degiskenlik gosterir. Mide genellikle J harfi
seklinde bir yap1 sergiler (Atalay, 2017). Yeni doganlarda mide hacmi yaklasik 30 ml iken,
yetiskinlerde bu deger 1-1,5 litreye kadar ¢ikabilmektedir (Yildirim, 2013).

Midenin anatomik yapisi, kii¢iik kurvatur ve biiylik kurvatur olmak iizere iki egriligi,
paries anterior ve paries posterior adi verilen iki duvari, ostium cardiacum (kardia) ve ostium
pyloricum (pilor) adl iki delik icerir (Atalay, 2017; Yildirim, 2013). Anatomik olarak mide,
bes boliimden olusur. Bunlar; kardia, fundus, korpus, antrum-pilorus ve pilorustur (Yildirim,

2013).

e Kardia (pars cardiaca): Besinlerin mideye girisini saglayarak 0zefagus ile mideyi
birlestirir.

e Fundus (fundus gastricus): Incisura kardiaka’dan gegen bir ¢izginin tizerinde bulunan,
ici gazla dolu kubbe seklindeki boliimdiir.

e Korpus (corpus gastricum): Fundustan incisura angularis’a kadar uzanan mide orta
kismini olusturur ve doluluk durumuna gore sekil ve biyiikliigiini degistirir.

e Antrum ve Pilorus (pars pylorica): incisura angularis'ten pilor bélgesine kadar uzanan
midenin distal bolimadr.

e Pilorus: Midenin duodenuma yakm kismi olup, mide iceriginin onikiparmak
bagirsagina ge¢isini kontrol eden 6nemli bir bo limdiir.

Bu anatomi, midenin, besin sindirim surecinin diizenlenmesinde kritik bir rol oynadigini

gOstermektedir. Mide yapist ve bolumleri Sekil 1°de gosterilmistir.
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adresinden erisildi.

Midenin cevresindeki organlarla olan anatomik iliskileri, klinik agidan 6nem tasir.
Diyafram, midenin fundusu ile bitisik bir konumdadir. Midenin sag tarafinda karaciger bulunur
ve karacigerin sol lobu mide kraniyoproksimali ile iligkilidir. Midenin sol tst kisminda ise dalak
yer alir. Midenin arkasi, bursa omentalis araciligiyla pankreas ile komsu bir durumdadir. Kolon
transversum, midenin biyik kurvaturu ile temas halindedir. Midenin kraniyal yizu 6zellikle
ventral boliimii, mide dolu oldugunda periton ve karin kraniyal duvari ile komsuluk gosterir.
Mideyi mevcut pozisyonunda tutan en Onemli yapi1 6zofagustur. Ayrica gastrohepatik,
hepatoduodenal, gastrofrenik, gastrosplenik ve gastrokolik baglar da periton tarafindan
olusturulmustur. Kiicuk ve biylk kurvatir arasindaki periton yapraklar1 arasinda yagli dokular

ve ayn1 zamanda midenin damarlarz, sinirleri ve lenf bezleri bulunur (Pisani ve digerleri, 1993).

2.2. Midenin Fizyolojisi ve Histolojisi

2.2.1. Midenin Fizyolojisi

Mide, alinan besinleri sindirmek ve asidik ortamda hazirlamak, ardindan uygun hizda
ve hacimde pilor araciligiyla duodenuma iletmek, kati1 besinleri enzimatik reaksiyonlarla
intestinal mukozalarca emilebilecek bir kimus kivamina getirmek gibi 6nemli islevlere sahiptir
(Kevin ve Michael, 2017). Parietal hlicreler tarafindan salgilanan hidroklorik asit mide igindeki

asidite seviyesini aglik durumunda pH 1 ile 3,5 arasinda tutarak mikroplara karsi koruma
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saglamaktadir. Ayrica midede gastrin ve pepsinojen sekresyonunu diizenleyen hiicreler de
bulunur (Bellmann ve digerleri, 2016). Gastrin, 6zellikle antriumdaki G hucrelerinden
salgilanan peptid yapili bir hormondur. Enterokromafin ve parietal hiicrelerdeki reseptorlere
baglanarak hidroklorik asit salinimini diizenler ve pH 3 civarinda salinimi inhibe eder. Gastrin
salinimi, peptidler ve aminoasitler tarafindan diizenlenir ve gastrik hareketliligin artmasiyla
sona erer. Kontrolsiiz gastrin dretimi, 6zellikle hipergastrinemik durumlarda, gastrik Ulser

olusumuna neden olabilmektedir (Okon ve Egesie, 2018).

Pepsin, zimojen hiicrelerden salinmadan 6nce pepsinojen olarak bulunur. Diisiik pH'da
pepsinler proteinleri peptidlere parcalar, yiksek pH'da ise inaktif hale gelirler. Mukus, mukus
hiicrelerinden salgilanarak mide mukozasi kaplayarak mideyi gastrik enzimlerden ve zararh
ajanlardan korur (Kevin ve Michael, 2017). Histamin, alerjik reaksiyonlar, inflamatuvar
tepkiler, gastrin salinimi ve gesitli hiicresel yanitlar1 tetikleyen kimyasal bir habercidir. Viicutta
depolanan bazofiller, mast hicreleri ve midedeki enterokromafin benzeri hiicrelerde
bulunmaktadir. Histamin, hiicre yiizeyindeki Hi ve H: reseptorlerine baglanarak etkilerini
gOsterir ve bu etkiler, peptik iilser tedavisinde kullanilan H» reseptdr antagonistleri (H2RA)
tarafindan inhibe edilebilir. Bu ilaclar, parietal hiicrelerdeki reseptorlere baglanarak hidroklorik

asit salinimini inhibe etmektedir (Okon ve Egesie, 2018).

2.2.2. Midenin Histolojisi

Mide, besinleri 6giiten ve hormon salgilayan hem ekzokrin hem de endokrin
fonksiyonlar1 olan bir organdir (Junquiera ve digerleri, 1993). Mide, distan ice dogru dort
tabakadan olusur. Bunlar; tunika seroza, tunika muskularis, tunika submukoza ve tunika

mukozadir (Junquiera ve digerleri, 1993).

2.2.2.1. Tunika Mukoza

Sindirim kanali mukozas1 yasam boyunca siirekli olarak viriisler, bakteriler, mantarlar,
parazitler gibi ¢ok cesitli antijenler ile kars1 karsiyadir. Midenin mukoza tabakasi, L. epitelyalis,
L. propria ve L. muskularis olmak {izere ii¢ ana bolimden olusmaktadir. Organizmay1 distan
orten deri dogal deliklerden igeri girerek devam ederken 6zellik kazanr ve mukoza adini alir

(Junquiera ve digerleri, 1993).



2.2.2.1.1. Lamina Epitelyalis

Yuzey epiteli, mukus salgilayan hicrelerle kaplidir. Mukus, yizey epiteli tzerinde
bulunan ve foveolar ad1 verilen kiigiik cukurlardan tiretilir. Foveolar, mide glandlarini lamina
propria ile ayirir. Kardiak ve pilorik kisimlarda foveolar, diger bolgelere gore genis olabilir ve
bazen villoz bir yapida gorunebilmektedir. Yuzey epitelinin hiicreleri yiksek kolumnar
formdadir, ¢ekirdekleri tabana oturmus ve iist kisimda sitoplazmalar1 tamamen miisinle dolu
hicreler olarak godzlemlenir. Hicre cekirdeklerinde duzensiz kromatin ve tek bir belirsiz
nikleolus bulunmaktadir. Hematoksilen-eozin (H&E) boyamasinda, mukusun goruntisu
uygulanan boya tiirline bagh olarak degismektedir. Alkolik eozinde mukus seffaf veya biraz
eozinofilikken, sulu eozinde daha konsantre eozinofilik ve ¢ok sayida kii¢ik, sik1 vakuol iceren
bir yapidadir. Foveolar hiicreleri histokimyasal olarak nétral masin Uretir, periyodik asit-Schiff
(PAS) pozitif ve Alcian-blue (AB) ile pH 2.5 ve altinda negatif reaksiyon gdstermektedir (Mills,
2012).

Kardiak ve pilorik mukozada, gastrik mukoza yogunlugunun yarisini olusturan
foveolalar bulunmaktadir. Her iki bolgedeki bezler, mukus salgilayan lamina propria i¢inde
gevsek bir sekilde paketlenmis hicrelerden olusur. Parietal hicreler 0Ozellikle oksintik
mukozanin gecis bolgesinde bulunabilir. Ancak, esas hiicreleri olan zimojenik hiicreleri, gegis
bolgeleri ve oksintik mukozanin diginda bulmak zordur. Pilorik bezler sadece nétral mukus
salgilarken, kardiak bezler ayn1 zamanda az miktarda siyalomiisin de Uretebilmektedir (Mills
2012).

Oksintik mukozada, foveola tabakasi mukozal kalinligin dortte birini olusturur. Bezler,
kardiak ve pilorik mukozaya gore daha sik1 paketlenmis ve daha diiz bir yapiya sahiptir. Bezleri
taban, boyun ve istmus olmak iizere li¢ boliime ayrilmaktadir. Tabanda pepsinojen salgilayan
zimojenik bezler bulunur. Bu hicreler, ¢ekirdegi olan kip seklinde ve solgun mavi-gri
(bazofilik) sitoplazmasiyla tanimlanan hiicrelerdir. Istmusa ait boliimlerdeki bezler, parietal
hucrelerden zengindir ve tabanlari1 tiggen seklinde bazal membran boyunca uzanir. Mukus
ireten miikoz hiicreler, fundus bezlerinin boyun béliimiinde de bulunmaktadir. Bu hiicreleri
H&E boyasiyla ayirt etmek zor olabilir, ancak PAS boyas1 uygulandiginda kolayca ayirt
edilebilmektedir. Muk6z hiicreler, sialomisin gibi AB ile 2.5 pH'da pozitif reaksiyon gosteren
asidik ve notral mikus salgilamaktadir. Mik6z hicrelerin, mukozal rejenerasyon ve

proliferasyonda rol aldig1 ve mide yiizey epitelini yeniledigi belirlenmistir. Mide yiizey



epitelinin insanlarda ortalama 4-8 giinde bir yenilendigi tahmin edilmektedir. Zimojenik ve

parietal hiicrelerin yenilenmesi ise 2-3 yil gibi daha uzun bir surecte olur (Mills, 2012).

Endokrin hiicreler, mide mukozasinda ¢esitli hormonlar iireten birgok farkl: tip hiicre
icermektedir. Antrum mukozasindaki endokrin hiicrelerin yarisi, gastrin iireten G hiicreleridir.
Geri kalan endokrin hiicrelerin buytk bir kismi serotonin ureten enterokromaffin (EC) hiicreleri
ve az miktarda somatostatin treten D hiicreleridir. Oksintik mukozadaki endokrin hucrelerin
cogu, histamin salgilayan enterokromaffin benzeri (ECL) hucrelerdir. Endokrin hicreler
tarafindan tiiretilen hormonlar, kana (endokrin) veya g¢evredeki hiicrelere dogrudan (parakrin)

etki etmektedir (Mills, 2019).

2.2.2.1.2. Lamina Propria

Yiizeyde, glandulalarda ve foveolalarda bulunan epitelyal hiicrelerin tamami, bazal
membrana yerlesmistir. Mukozadaki lamina propria, 6zellikle pilorik mukozada daha genis
olan slperfisyel bélgelerde retikilin agindan, az miktarda elastik liflerden ve kolajenden
olusmaktadir. Lamina propria i¢cinde plazma hiicreleri, lenfositler, fibroblastlar, histiositler gibi
cesitli hicre tipleri bulunur. Nadiren mast hiicreleri ve l6kositler de gorilebilir. Lamina propria
icinde arteriyoller, kapillerler ve nonmiyelinize sinir lifleri de yer almaktadir. Midede, B hiicresi
kokenli izole lenfositler ve IgA salgilayan plazma hicreleri de bulunur. Intraepitelyal
lenfositler, barsaktaki intraepitelyal lenfositlere gére daha az miktarda olabilir. Bu lenfositler
ve az miktardaki lamina propria lenfositleri genellikle T hiicrelerinden kaynaklanmaktadir

(Mills 2012).

2.2.2.1.3. Lamina Muskularis

Lamina propria ile tunica submukoza arasindaki bolgede, dista uzunlamasina ve icte
dairesel olarak ilerleyen diiz kas katmanlarindan olusan bir yap1 bulunmaktadir (Gartner, 2009).
Belirli bolgelerde, bu katmanlara ek olarak Gglnci bir katman da bulunabilir ve bu katman
genellikle sirkiler bir yapidir (Ross ve Pawlina, 2014). Mukoza muskularis adi verilen bu yapi,
bezlerden salmimin daha etkili olmasmi saglamak amaciyla mukozaya ince kas hiicre seritleri

gonderebilir (Kierszenbaum, 2006).



Bu kas huicre uzantilarinin kasilmasi, milk6z membrana baski uygulayarak ve glandlarin
bosalmasini kolaylastirarak islev gormektedir (Fawecett ve digerleri, 1994). Mukoza muskularis,
sindirim sistemindeki mekanik islevleri yonetmede ©onemli bir rol oynamaktadir. Dig
katmanindaki uzunlamasina kaslar, sindirilen besinlerin peristaltik hareketleriyle ilerlemesini
saglarken, i¢ katmandaki dairesel kaslar, besinlerin karistirilmasina ve emilimine yardimci
olmaktadir. Ugiincii katmanin varhg: ise belirli bolgelerdeki dzel ihtiyaglara yamit vererek
sindirim strecini optimize edebilir. Mukoza muskularis, sindirim sisteminin karmasik

islevselliginde 6nemli bir diizenleyici rol oynamaktadir.

2.2.2.2. Tunika Submukoza

Submukoza, muskular propria ile muskular mukoza arasinda konumlanan bir tabakadir.
Bu katman, genellikle elastik liflerle zenginlestirilmis gevsek bag dokusunu icerir. Submukoza,
Meissner pleksusu olarak bilinen sinir agi ile birlikte arterlerin, venlerin ve lenfatik damarlarin

olusturdugu pleksuslar1 icermektedir (Mills, 2019).

2.2.2.3. Tunika Muskularis (Muskularis Propria)

Midenin temel yapisal bilesenini olusturan ve esas tabakay1 meydana getiren muskular
propria, midenin sindirim siirecine aktif bir sekilde katilan bir yapidir. Bu tabaka, alt kisimda
egimli, ortada sirkiiler ve en dista longitudinal diiz kas katmanlara sahiptir. Midenin kas
yapisindaki bu diizenleme, besinlerin sindirilmesi ve mide igeriginin taginmasinda énemli bir
rol oynar.

Sirkiiler kas katmani ile en distaki longitudinal diiz kas katmani arasinda, her iki
katmanin innervasyonunu ve mide igeriginin ince barsaklara yonlendirilmesini saglayan
Auerbach (myenterik) pleksusu bulunmaktadir (Yeo, 2019). Bu sinir pleksusu, peristaltik
hareketlerin diizenlenmesi ve sindirim strecinin etkin bir sekilde ilerlemesi igin dnemlidir.

Muskular propria, mide kaslarinin koordineli kasilmasini saglayarak besinlerin
ogiitiilmesi ve karistirilmasi siireglerine katkida bulunur. Bu sayede mide, sindirim islevini
yerine getirirken ayn1 zamanda besinleri ince barsaklara iletmek igin gerekli olan kas
hareketlerini saglar. Bu kompleks yapi, mide fonksiyonlarinin etkili bir gsekilde

gerceklestirilmesini saglamaktadir.



2.2.2.4. Tunika Seroza

Submukoza, muskularis propria ile muskularis mukoza arasinda stratejik bir konumda
bulunmaktadir ve mide rugalarimin temel yap1 taslarindan birini olusturur. Mukoza yiizeyinin
katlanmasiyla olusan bu ¢ikintilar, sindirim siirecinin daha etkin bir sekilde ger¢eklesmesine

olanak tanir (Mills, 2012).

Bu tabaka, fazla miktarda elastik lif igeren gevsek bag dokusundan meydana gelir. Bu
elastik lifler, mide hareketlerinin esnek ve koordineli bir sekilde ger¢eklesmesine yardimci olur,

bu da sindirilen besinlerin optimal sekilde islenmesini saglar (Mills, 2012).

Submukoza ayrica, otonomik sinir ags, arteryel, venoz ve lenfatik aglari igerir. Otonomik
sinir ag1, sindirim siirecini diizenleyerek mide fonksiyonlarini kontrol eder. Arteryel, vendz ve
lenfatik aglar ise mide dokularinin beslenmesini ve dolagimini saglar, bu da mide duvarmin

saglikl1 bir sekilde islev gormesini destekler (Uyar Gazezoglu, 2017).

2.3. Ulser

Diinya genelinde yaklasik 8,09 milyon insani etkileyen gastrointestinal iilserler sindirim
sisteminin en yaygm gorilen hastaliklari arasinda yer almaktadir (Xie ve digerleri, 2022). Ulser,
Ozefagustan kolona kadar gastrointestinal kanalin herhangi bir bdlgesinde, olusabilen bir
yaradir. Ulserler genellikle mide ve duodenumda gériilmekle birlikte 6zefagusun alt ucunda da
meydana gelebilir ve bu lilserlere peptik iilser denir (Kumar ve digerleri, 2011). Gastrik {ilser,
midede olusan ve submukozaya kadar uzanan asit kaynakli doku kaybi olarak tanimlanir
(Karaboga ve digerleri, 2017). Bu tiir iilserler genellikle mide kiigiik kurvaturu boyunca (%95)
yogunlagsa da midenin herhangi bir bolgesinde de gelisebilir (Saka ve digerleri, 2013; Ugar,
2018).

Gastrik iilserli hastalarda abdominal agri, eksime, bulanti, kusma, istah kaybi gibi hafif,
kanama ve hipermotilite gibi ciddi belirtiler gortlebilir. Diinya genelinde, bir y1l icinde, gastrik
tilser tanist alan hastalarn %0,1'inde 6liimle sonug¢lanabilecek ciddi komplikasyonlar ortaya
¢ikabilmektedir (Sabiu ve digerleri, 2015).



2.4. Ulser Nedenleri

2.4.1. Yas

Yasm ilerlemesi, mide zarmmim dogal olarak zayiflamasina ve iilser riskinin artmasina
neden olabilmektedir. Gastrointestinal Glserler tim yas gruplarinda gorulmekle beraber
duedonal iilserler daha geng yaslarda (20-50), gastrik iilser ise daha ¢ok ileri yaslarda (55-70)
ortaya ¢ikmaktadir (Kilicarslan ve digerleri, 2011).

2.4.2. Genetik Faktorler

Ulser, aile dykiisii olan bireylerde daha sik goriiliir. EK olarak gastrik asit Gretimini
kontrol eden ve kalitimsal olarak aktarilan genlerde meydana gelen degisiklikler, bireyin mide

asidi duzeyini etkilemekte ve Ulser riskini artirabilmektedir.

2.4.3. Sigara ve Alkol Tuketimi

Sigara icmek, mide mukozasinin kan akisini azaltarak koruyucu tabakanin zayiflamasina
boylelikle Glser olusumuna neden olabilmektedir. Ek olarak sigara tiiketimi gastrik asit
miktarin1 da artirabilmektedir.

Alkol, mide mukozasini tahris edebilir ve mukozal hasara neden olabilir. Ek olarak alkol

tuketimi, mevcut Ulserleri kotiilestirebilir ve iyilesme siirecini zorlastirabilir.

2.4.4. Stres

Stres hem kisinin biyolojik hem de psikolojik dengesini etkileyen bir tepki durumudur.
Stres giinliik hayatta ¢ok cesitli kosullara bagl olarak ortaya ¢ikabilmektedir. Bireyler, stresli
durumlara farkli tepkiler verebilmektedir. Stresle basa ¢ikma bigimleri ve belirtileri de kisiden
kisiye degismektedir. Pek ¢ok hastaliga zemin hazirlayan 6nemli bir faktor olan stresin neden
oldugu hastaliklardan birisi gastrik Ulserdir. Asir1 stres, gastrik asit Uretimini artirarak mukozal
koruyucu tabakanin zayiflamasina ve mide duvarmin hasarma neden olabilmektedir. Strese
bagli ortaya ¢ikan mide lezyonlarmnin dnlenmesinde farkl tedavi yontemleri kullanilmaktadir

(Biiyiikcoskun ve Isbil, 2002; Karasu, 2001).
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Ayn1 zamanda stres bagigiklik sistemi fonksiyonlar1 etkilemektedir. Bu durum bagisiklik
sisteminin zayiflamasina neden olarak Helicobakter pylori bakterininin mide duvarma zarar
verme olasiligini artirmaktadir. Stres antioksidan enzimlerin eksikligine neden olarak serbest

radikallerin neden oldugu hiicresel hasari artirabilmektedir.

2.4.5. EK Hastaliklar

Pankreastan asir1 miktarda asit tireten tiimorlerle iliskili olarak ve nadir olarak goriilen
Zollinger-Ellison Sendromu, Crohn hastalig1 veya sistemik skleroz gibi bazi bagisiklik sistemi
hastaliklarinda gastrik Glser riski artmaktadir.

2.4.6. Helicobakter Pylori (H. Pylori) Enfeksiyonu

Helicobacter pylori (H. pylori), gastrik dokuda inflamasyona neden olan bir gram-negatif
bakteridir (Saka ve digerleri, 2013). Bu bakterinin enfeksiyonu, mide kanseri, akut gastrit, malt
lenfomas1 ve peptik lilser gibi ¢esitli gastrointestinal hastaliklara yol agabilmektedir (Silvan ve
digerleri, 2021). H. pylori varligi, gastrointestinal tlserlerin en yaygin nedenlerinden biridir ve
duedonal {ilserli hastalarm %90"1inda, gastrik iilserli hastalarin ise %70'inde bu gram-negatif
bakteri tespit edilmistir (Guzman-Gomez ve digerleri, 2023; Yuan ve digerleri, 2006). H.
pylori'nin notrofillerin oksidatif stresini artirarak doku hasarini siddetlendirdigi bilinmektedir
(Narayanan ve digerleri, 2018; Silvan ve digerleri, 2021). Bu nedenle, H. pylori enfeksiyonu

gastrointestinal sistemin sagligini1 olumsuz etkileyerek ¢esitli patolojilere zemin hazirlayabilir.

2.4.7. Non- Steroidal Antienflamatuvar flaclar (NSAIQ)

Nonsteroidal Antienflamatuvar Ilaclar (NSAII), artrit ve romatizma gibi hastaliklarm
tedavisinde yaygin olarak kullanilan organik asit yapidaki ilaglardir. Anti-enflamatuvar, agri
kesici ve ates diistiriicii etkilere sahiptirler (Miura ve digerleri, 2002; Odabasoglu ve digerleri,
2006). NSAII, antipiretik 6zelliklerini endojen ve egzojen ajanlarm hipotalamustaki 1s1 kontrol
merkezindeki etkilerini onleyerek gostermektedir. NSAIl'lar hipotalamustaki 1s1 merkezinde
aragidonik asitten turetilen prostaglandin sentezini engelleyerek vicut sicakligmi

diistirmektedir (Kaya ve digerleri, 2015).
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Yangili alanlarda meydana gelen, kizariklik, 6dem artisi, lokal 1s1 artigi, 10kosit gocu
gibi bazi durumlarm tromboksan ve prostaglandin kokenli oldugu diistiniilmektedir.
NSAIil'lerin bu ajanlarin sentezini azaltarak yangisal tepkimeleri giderdigi ve bu sekilde etki
gosterdigi bilinmektedir. Ayrica, NSAli'lerin yangili bolgelerdeki hiicrelerde lizozomal zar
bozulmalarin1 engelleyerek antienflamatuvar etki gosterdigi bildirilmistir (Kurumbail ve
digerleri, 2001). Bu ilaglarin tedavi edici etkileri kadar, yan etkileri de bulunmaktadir, bu durum
tedavi strecinde dikkate alinmasi gereken Onemli bir faktordur (Gokturk, 2017).

2.4.7.1. NSAIl Kaynakh Ulser Gelisimi

Steroid olmayan antienflamatuvar ilaglar (NSAIi'ler) cesitli mekanizmalar yoluyla
mukozal hasara neden olur. Bu ilaglar, mide limeninde iyonize olmadan bulunur. Hiicrelere
girdikten sonra igerideki notr pH'm etkisiyle iyonizasyona ugrar, bu da hiicrelerde birikime ve

lokal hasara neden olur (Laine ve digerleri, 2008; Narayanan ve digerleri, 2018).

Mide hasarma katkida bulunan diger bir mekanizma, NSAII’ler, prostaglandin
sentezinden sorumlu olan siklooksijenaz (COX) enzimini inhibe ederler. Prostaglandinler
sitoprotektif etki gostermektedir (Odabasoglu ve ark. 2006). Prostaglandin diizeylerindeki
azalma mide savunma mekanizmalarin1 bozarak bikarbonat ve mukus salgisinin azalmasina,

mukozal kan akisinin yavaslamasina ve mide asidi salinimmin artmasina neden olur, boylece

ulserler siddetlenir (Abbas ve Sakr, 2013; Goktiirk, 2017).

NSAIi kaynakh iilserlerin patogenezi, azalmis mukozal kan akisinin &nemini ortaya
koymaktadir (Yoshida ve digerleri, 1997). Mukozal kan akigindaki azalma, notrofillerin mide
dokusuna sizmasina yol agar. Bu bdlgede toplanan notrofiller reaktif oksijen tiirleri (ROT)
ureterek dogrudan mukozal hasara neden olur (Abdel Raheem, 2010; Mohammed ve Abulsoud,
2013).

Ek olarak, COX aktivitesinin bloke edilmesi, arasidonik asit metabolizmasinin 5-
lipoksijenaz yolunda bir artisa neden olur. Bu durum hidroperoksieikosatetraenoik asitten
tiretilen 16kotrienlerin ve oksijen radikallerinin olusumunu arttrmaktadir (Aci, 2013; Polat,
2009). Reaktif oksijen tiirlerinin artan liretimi, mide hasarmin patogenezinde rol oynayarak
DNA, proteinler ve lipitlerdeki oksidatif hasara katkida bulunur (Chen ve digerleri, 2016;
Talhaoui ve digerleri, 2018).
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Ozetle, NSAli'lerin mide hasarina neden olmasinimn altinda yatan temel mekanizmalar,
prostaglandin sentezinin inhibisyonunu ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu igerir (Polat,

2009; Vane, 1971).

2.4.8. indometazin

Indometazin, NSAII ailesine ait bir ilagc olup beyaz-sar1 renkte ve kristalize toz
formundadir. Suda ¢oziinmeyip 20 mg/ml alkolde ¢dziinebilen bir asetik asit tiirevidir. Oral
olarak alindiginda hizli bir sekilde emilir ve sonra idrar ve diski yoluyla atilir. (Avcioglu; 2019,
Tasdemir; 2016). Ayn1 zamanda plazma proteinlerine yiiksek diizeyde baglanir. Indometazin
ozellikle romatoid artrit, osteoartrit, ankilozan spondilit gibi iltihapli eklem hastaliklarinin

tedavisinde recete edilmektedir (Polat, 2009).

Indometazin, siklooksijenaz enziminin iki formu olan COX-1 ve COX-2'yi inhibe ederek
prostaglandin sentezini azaltir. Bu azalma, l6kosit infiltrasyonunu artirarak mukozal hasara yol
acabilir (Abdel-Raheem, 2010; Odabasoglu, 2016). Indometazin ayn1 zamanda oksidan aktivite
gOstererek reaktif oksijen tlrlerinin Gretimini artirir ve buna bagli olarak lipit peroksidasyonunu
tetikleyerek gastrik iilser olusumuna katkida bulunabilir (Kwon ve digerleri, 2019; Miura ve

digerleri, 2002; Muhammed ve Abulsoud, 2013; Yoshikawa ve digerleri, 1993).

Indometazinin gastrointestinal sistemde ciddi yan etkilere neden olan bulanti, kusma,
karm agrisy, iilser ve kanama gibi etkileri vardir (Abdel-Raheem, 2010). Diger NSAll'lerden
daha yiiksek iilserojenik etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Suleyman ve digerleri, 2010). Bu
nedenle, indometazin, deney hayvanlarinda gastrik Ulser olusturmak amaciyla kullanilmaktadir
(Yodoi ve digerleri, 2016). Bi ve digerleri (2014) tarafindan yapilan ¢alismalarda, siganlara tek
doz oral indometazin verildiginde, uygulamadan sonra 3 giin icinde mukozal hasar tespit
edilmistir.

Indometazinin ciltte dokiintii, kasint1 gibi alerjik reaksiyonlar, hipertansiyon, akut bobrek

hasar1, bas agrisi, bas donmesi, uykusuzluk gibi yan etkileri de bulunmaktadir (Kucukler, 2018).

2.4.9. Oksidatif Stres ve Ulser Tliskisi

Oksidatif stresin gastrik {ilser olusumundaki rolii 6nemli bir arastirma alanidir. Mide

mukozasi, serbest radikaller ve oksidatif stresin neden oldugu huicresel hasara karsi savunmasiz
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kalmaktadir (Abbas ve digerleri, 2013). Oksidatif stres, serbest radikallerin agir1 Uretilmesi veya
antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz olmasi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Bu
durum, mide mukozasindaki lipid peroksidasyonu, protein hasar1 ve DNA hasar1 gibi biyolojik

molekdillerde bozulmalara neden olmaktadir (Talhaoui ve digerleri, 2018).

Oksidatif stresin mide mukozasi tlizerindeki etkileri, mukozanin koruyucu tabakasinin
zayiflamasina, mide asidinin ve pepsinin mukozaya zarar vermesine ve inflamasyonun
artmasina yol agmaktadir. Bu durum, mide mukozasinin zayiflamasma ve iilser olusumuna

zemin hazirlayabilmektedir (Verma ve Kumar, 2016; Yavas, 2020).

Ayrica, oksidatif stresin mide mukozasi1 Uzerindeki etkisi, H. pylori gibi gastrik ulserlerin
ana nedenlerinden biri olan patojenik mikroorganizmalarin enfeksiyon riskini artirmaktadir. Bu
bakteri, mide mukozasinda inflamasyon ve hasara neden olabilir ve oksidatif stresin etkilerini

artirabilmektedir (Narayanan ve digerleri, 2018; Silvan ve digerleri, 2021).

Sonug olarak, oksidatif stresin, mide mukozasinda hasara ve inflamasyona yol agarak
gastrik iilser olusumuna katkida bulundugu diisiiniilmektedir (Otero ve digerleri, 2021). Bu
nedenle, antioksidan savunma mekanizmalarinin desteklenmesi ve serbest radikal hasarinin

azaltilmasi, gastrik Glserlerin dnlenmesi ve tedavisinde énemli bir strateji olmaktadir.

2.5. Mide Savunma Mekanizmalar

Mide savunma mekanizmalar1 preepitelyal, epitelyal ve postepitelyal olmak (izere (¢ ana

baslikta incelenmektedir.

Preepitelyal Mekanizma: Mukus, mideyi sararak mide asidinin ve mide igeriginin
mukozaya zarar vermesini engellemektedir. Epitelyum hiicrelerden salgilanan bikarbonat mide
icerigindeki asidi notralize ederek mukozanin korunmasma yardimer olur. H. pylori ve NSAIl
kullanim1 mukus ve bikarbonat salgisin1 azaltmakta ve boylelikle mukozal hasara neden olarak
iilser olusum riskini artirmaktadir. Bununla birlikte stres, irritan maddeler, diizensiz beslenme,

gastrik asit artis1 mide salgilariin azalmasma neden olan diger faktorlerdir (Bozkurt, 2015;

Ucar, 2018).

Epitelyal Mekanizma: Epitelyal hiicreler, prostaglandin adi verilen sitoprotektif etkili
bilesenler iliretmektedir (Odabasoglu ve digerleri, 2006). Prostaglandinler, mukozanm kan
akismni artirir, mukus iiretimini tesvik eder ve mukozanin savunma mekanizmalarmi destekler

(Abbas ve Sakr, 2013). Ayn1 zamanda negatif elektrik potansiyelini artirarak, hiicre icindeki H*
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iyonlarmnm hiicre i¢ine geri difiizyonunu azaltabilmektedir (Kiligarslan ve digerleri, 2011). Bu
durum, mukozanm igindeki asidik ortamin korunmasina ve mide igeriginin mukozaya zarar

verme olasiligiin azaltilmasina katkida bulunabilmektedir.

Bununla birlikte epitelyal hiicreler arasinda desmozom olarak isimlendirilen gii¢li baglar
bulunmaktadir. Bu yapilar, hicrelerin birbirine sikica bagli kalmasini saglayarak mide

iceriginin mukozaya sizmasini 6nlemektedir.

Epitel hiicreler antioksidan etkilere sahiptirler. Bu hiicreler antioksidan enzimler ve diger
molekiiller araciligiyla oksidatif stresin azalmasini saglayarak hiicreleri korumakatadir
(Kiligarslan ve digerleri, 2011; Ucar, 2018)

Postepitelyal Mekanizma: Mukozanimn altindaki kan damarlari, mukozay1 besleyerek
saglikli bir mukozanin siirdiiriilmesine yardimci olmaktadir. Ayni zamanda epitel altindaki

zararli maddelerin vicuttan uzaklastiriimasmi saglamaktadir (Kiligarslan ve digerleri, 2011).

Mukozal kan akimindaki azalma dokulari normal fonksiyonlari siirdiirme yetenegini

etkilyerek kroniklesme siirecine katkida bulunmaktadir (Ucar, 2018).

2.5.1. Onanc1 Mekanizmalar

Mukozal yara iyilesmesi, epitel hiicrelerinin ¢ogalmasi, go¢ etmesi ve yarali bolgeyi

kapatmasi ile karakterize bir durumdur.

Epitel hiicre gocu: Epitel hiicre hasar1 olan durumlarda gerc¢eklesmektedir. Bu gog,
saglikl hiicrenin doku yiizeyinden digerine, yarali bir bolgeye veya bir gelisim siirecindeki bir
bdlgeye dogru hareket etmesini saglamaktadir. Saglikli epitel hiicreler ¢evreleriyle saglam bir
bag olusturarak dokularin gelisimini, onarimini Ve homeostazini stirdirmektedir (Kiligarslan ve
digerleri 2011).

Hicre replikasyonu: hiicre gogiinii takiben gelen saglikli epitel hiicreler 2-4 gunlik

strecte yenilenmektedir (Ucar, 2018).

Yara iyilesmesi: hiicre yenilenmesi ve epitel hiicre gogiiniin gerceklesebilmesi igin
saglikli bazal membrana ihtiya¢ duyulmaktadir. Koruyucu mekanizmalarda hiicre yikimi
gerceklestigi zaman bazal membranda da hasar gorulmektedir. Mukozal yara iyilesmesi
granilasyon doku olusumu, reepitelizasyon, inflamatuvar hicre infiltrasyonu, fibroblast

aktivite ve kolojen uretimi, remodelleme, hiicresel go¢ ve proliferasyon temel asamalarini
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icermektedir. Bu asamalarin bozulmasinda mukozal doku hasar1 kronik Glsere doniismektedir
(Kiligarslan ve digerleri, 2011; Ucar, 2018)

2.6. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, en dis yoriingesinde bir veya birden fazla eslesmemis elektronu
bulunmasi nedeniyle oldukga reaktif ve kararsiz hale gelmis atom ve molekdiller olarak
tanimlanmaktadir (Kosif, 2022).

Elektron kayb1 sonucunda olusan serbest radikaller, bu eksik elektronlar1 yerine koymak
icin gevrelerindeki diger molekiillerden elektron g¢ekme egilimindedir. Bu durum, serbest
radikallerin gevrelerindeki molekdllerle reaksiyona girerek hiicre hasarina neden olmalarina yol

acabilir (Aci, 2013) Serbest radikaller U¢ yolla olusmaktadir:

1. Hemolitik bag ayrilmasi; bir molekiil i¢indeki bagm iki elektronun da bir atom
iizerinde yogunlastig1 ve bu bagin ayrilmasi sonucu serbest radikallerin olustugu bir

sregtir (Aci, 2013; Ucar, 2018).

X:Y>X+Y)

Bu olaymn en iyi ornegi olarak hidrojen peroksitin (H2.02) hemolitik bag ayrilmasi
sonucunda iki hidroksil radikali (*OH) olusturmasi verilebilir.
(H20, -2 OH ™)

2. Heterolitik bolinme; bir molekiliin iki farkl radikale ayrilmasi durumudur. Bu sureg
sirasinda, bir atom tiim bagi kendine alirken diger atom bir elektron kaybeder. Bu
durumda, olusan iki radikal arasinda bir elektron transferi gergeklesir (Aci, 2013;
Ucar, 2018).

X:Y > X-:Y4)

3. Bir molekiile bir elektron eklenmesi ile serbest radikaller olusmaktadir (Aci, 2013;

Ucar, 2018).
X+e-—X)
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Biyolojik sistemde en onemli serbest radikal kaynaklar1 oksijen tiirevli olup, reaktif
oksijen tiirleri (ROT) olarak isimlendirilmektedir. ROT lar, bir veya daha fazla serbest radikal
icerebilir ve hiicresel bilesenlere zarar verebilirler. Serbest oksijen radikalinin olusumunda
oksijen atomu, gecis metal iyonlari, hidroksil (OH’), hidrojen peroksit (H2.O2) ve stiperoksit

(0O2) radikalleri rol oynamaktadir.

Aerobik (oksijenli) solunum yapan canlilar aldiklar1 besin maddelerini oksitler ve bu
oksidasyon reaksiyonlarindan enerji elde eder. Aerobik solunumun elektron tasima zinciri ve
oksidatif fosforilasyon agsamasinda, oksijen, son elektron alicis1 olarak gorev yapar. Bu siireg
sirasinda bazi elektronlar oksijenle etkilesime girerek reaktif oksijen tarlerini (ROT)

olusmaktadir.

2.6.1. Serbest Oksijen Radikalleri

2.6.1.1. Reduksiyon Urinleri:

2.6.1.1.1. Superoksit Radikali (O2)

Bir oksijen molekiiliinden tek bir elektron kaybi ile olusan, organizmada en ¢ok iiretilen
serbest radikaldir. Stperoksit radikali, hiicresel solunum sirasinda elektron tasima zinciri ve
oksidatif fosforilasyon sireclerinde ortaya c¢ikmaktadir. Bununla birlikte immdin sistem
hiicreleri, 6zellikle eozinofiller, makrofajlar, monositler ve notrofiller, patojenleri ve zararh

maddeleri yok etmek igin suiperoksit radikali Uretebilmektedir (Ziyanok, 2014).

O2+e — 0Oy

Hiicre i¢indeki siiperoksit radikali, enzimatik ve antioksidan savunma mekanizmalar1
tarafindan notralize edilir. Stiperoksit dismutaz (SOD) gibi enzimler, siperoksit radikalini daha

az reaktif olan hidrojen peroksit (H20>) ve oksijene doniistiiriir (Bozkurt, 2015; Polat, 2009).

SOD
O+ 0y +2H" — H02+ Oy
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2.6.1.1.2. Hidrojen Peroksit (H202)

Hidrojen peroksit (H202) bir serbest radikal degildir, ancak birgok biyolojik ve kimyasal
strecte serbest radikallerin olusumuna katkida bulunabilir. Hidrojen peroksit, ¢6ziindigii
ortamda oksijen ve su gibi daha stabil iiriinlere ayrilabilen bir oksitleyici ajandir (Polat, 2009).
Hidrojen peroksitin serbest radikallerle iliskilendirilmesinin bir nedeni, onun gesitli
reaksiyonlarda serbest radikallerin olusumuna yol acabilmesidir. Ozellikle metal katalizorlii
Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari gibi mekanizmalar, hidrojen peroksit ile metal iyonlarinin
etkilesimini igerir ve bu reaksiyonlar serbest radikal olusumunu tesvik edebilir. Bu
reaksiyonlarda hidrojen peroksit, hidroksil radikali (OH-) gibi serbest radikallerin olusumuna
katkida bulunabilir (Aci, 2013; Bozkurt, 2015).

Fe? + H,0; — Fe™ + OH+ OH" (Fenton reaksiyonu)

Oz + H202 — OH+ OH + O2 (Haber-Weiss reaksiyonu)

Hidrojen peroksitin bu tiir reaksiyonlara katilimi, hiicrelerde oksidatif stresin bir nedeni
olabilir ve bu, hiicresel hasara ve ¢esitli saglik sorunlarma katkida bulunabilir. Hidrojen
peroksit, hiicre zarlarinda bulunan lipidleri okside ederek hiicresel zarlarin zarar gérmesine yol

acabilmektedir.

2.6.1.1.3. Hidroksil Radikali (OH')

Hidroksil radikali (OH") oldukca reaktif bir serbest radikal olup hiicrelerde oksidatif
stresin bir nedeni olarak bilinmektedir. Yar1 6mrii ¢ok kisa olan hidroksil radikali, biyolojik
molekdillerle hizla reaksiyona girebilmektedir (Bozkurt, 2015)

Hidrojen peroksitin metal iyonlar1 (6rnegin, demir (Fe) veya bakir (Cu)) ile etkilesimine
bagli olarak hidroksil radikali olusumu, Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlar1 olarak
adlandirilan mekanizmalar araciligiyla gerceklesmektedir. Bununla birlikte suyun yiiksek

enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda da olusmaktadir (Ziyanok, 2014).

Fe*? + H,0, — Fe™ + OH+ OH- (Fenton reaksiyonu)

02+ H202 — OH + OH + O2 (Haber-Weiss reaksiyonu)
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Hidroksil radikaller bir molekiilden hidrojen (H") atomu kopararak o biyolojik molekiliin
radikale doniismesine neden olmaktadir (Aci, 2013).

R-SH +‘OH — RS' + H,0
(tiyol) (tiyil radikali)

Hidroksil radikalleri, tiyol gruplarmi okside ederek disiilfit baglar1 olusturabilir. Bu
oksidatif degisiklikler, proteinlerin yapisal biitlinliigiinii etkileyebilir ve islevsel degisikliklere
neden olabilir. Hidroksil radikali, hicre zarlarinda bulunan lipidlere saldirarak lipit
peroksidasyonuna neden olabilmektedir. Bu durum, hiicre zarinin yapisini ve fonksiyonunu
etkileyebilmektedir (G0Ozci, 2014; Ziyanok, 2014).

Hiicreler, antioksidan enzimler ve diger savunma mekanizmalar1 aracilifiyla hidroksil
radikali ve diger serbest radikallerin zararli etkilerini smirlamaktadir. Bu savunma
mekanizmalari, hiicre icinde serbest radikallerin dengeli bir sekilde kontrol edilmesine yardime1

olmaktadir.

2.6.1.2. Ekstitasyon Grunu:

2.6.1.2.1. Singlet Oksijeni O- (102):

Singlet oksijen, oksijen molekullinin uyarilmasi sonucu olusan bir oksijen tirGdar.
Singlet oksijen, bu iki elektronun ayni enerji seviyesinde olmadigi bir durumu temsil
etmektedir. Bu yizden serbest radikal 6zelligi tasimayan reaktif oksijen molekill olarak

tamimlanmaktadir (GOzci, 2014).

Serbest radikal tirleri, oksidatif stresin neden oldugu biyolojik hasarin anahtar
oyuncularidir. Vicut, antioksidanlar gibi savunma mekanizmalar1 kullanarak serbest
radikallerle savasir. Antioksidanlar, serbest radikallerle reaksiyona girerek onlar1 etkisiz hale
getirebilir ve hiicreleri koruyabilir. Serbest radikallerin agir1 liretimi ve antioksidan savunma

mekanizmalarinin zayiflamasi durumunda oksidatif stres meydana gelmektedir.

Antioksidan savunma sistemleri, viicudun serbest radikallerin neden oldugu oksidatif
stresle miicadele etmek i¢in gelistirdigi dogal koruma mekanizmalarini ifade etmektedir. Bu
sistemler, hiicresel bilesenlerin oksidatif hasara kars1 korunmasina yardimci olmakta ve hiicre

saglhigmi stirdurmeye yonelik dnemli bir rol oynamaktadir.
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2.6.2. Enzim Yapisinda Olan Antioksidanlar

Enzimatik antioksidanlar, hticrelerde serbest radikallerle miicadele etmek ve oksidatif
stresi azaltmak icin gorev yapan enzimlerdir. Antioksidan enzim yapilari, serbest radikalleri
notralize ederek veya zararli reaktif oksijen tirlerini etkisiz hale getirerek hucrelerin ve

dokularmn oksidatif hasara ugramasini 6nlemektedir.

2.6.2.1. Suiperoksit Dismutaz (SOD)

Superoksit dismutaz (SOD), serbest radikalleri karsilayan ilk antioksidan enzimdir. SOD,
hicrelerde bulunan siiperoksit radikalini daha az reaktif olan hidrojen peroksit (H.02) ve
oksijene donistiirmektedir. Ardindan, katalaz (KAT) veya glutatyon peroksidaz (GPx)
enzimleri, hidrojen peroksiti daha zararsiz olan su ve oksijene doniistiirerek notralize
etmektedir (Karabulut ve Giilay, 2016).

SoD
O + Oy + 2H" — H202+ O3

SOD enzimi neredeyse tiim canlilarda bulunmakta olup yas aldik¢a konsantrasyonu
artmaktadir. Memelilerde U¢ farkli SOD isoformu bulunmaktadir. Bunlar hiicre disinda,
Ozellikle hicre zarlarinda ve doku sivilarinda bulunan ekstraselliler SOD (EC-SOD),
mitokondride bulunan mangan metalini iceren Mn-SOD, sitoplazmada bulunan, bakir (Cu) ve
¢inko (Zn) iceren Cu/Zn-SOD izomerlerdir. SOD’in Fe ihtiva eden Fe-SOD formu ise
bakterilerde ve bazi bitkilerde bulunmaktadir (Bozkurt, 2015).

SOD, hiicrelerin antioksidan savunma sistemlerinin 6nemli bir bilesenidir ve oksidatif
stresle miicadelede kritik bir rol oynamaktadir. SOD gibi enzimatik antioksidanlar, glutatyon
ve vitamin C gibi non-enzimatik antioksidanlar ile birlikte ¢alisarak serbest radikal hasarini
sinirlamaktadir (Polat, 2009).

2.6.2.2. Katalaz (KAT)

Katalaz, genellikle hiicre i¢inde peroksizom adi verilen 6zel organellerde bulunmakta

olup yapisinda 4 tane hem grubu bulunan homoproteindir. Katalaz enziminin sahip oldugu hem
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grubu kofaktor olarak islev gortp hidrojen peroksiti (H202) su ve oksijene doniistiirerek
notralize etmektedir. (Kugukler, 2018).

KAT
2H,07, — 2H,0 + Oy

2.6.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon Peroksidaz (GPx), dort adet selenyum atomu igeren tetramerik yapida bir
enzim olup, sitozolde bulunmaktadir. GPx hiicre zarlarinda bulunan lipidleri peroksidasyondan
koruyan en 6nemli enzimlerden biridir (Polat, 2009). GPx, hidrojen peroksiti (H-0-) ve organik
hidroperoksitleri (ROOH) tripeptik bir molekiil olan glutatyon (GSH) ile calisarak nétralize
etmektedir (Karabulut ve Giilay, 2016).

GPx

H>O, + 2GSH — GSSG + 2 H.0
(Rediikte) (Okside)

GPx
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H;O

GSH iki reaksiyonda da H verici olarak kullanilmaktadir (Ziyanok, 2014). Reaksiyon
sirasinda glutatyon icindeki disulfit baglar1 okside olmakta ve okside glutatyon (GSSG)
olusmaktadir. Glutatyon rediktaz (GR) enzimi NADPH (nikotinamid adenin dinikleotid
fosfat) gibi redlikte edici koenzimlerin katilimiyla okside olan glutatyonu indirgenmis glutatyon
formuna dontismektedir (Ferrier, 2019). Asagida gosterilen reaksiyon Ferrier (2019)’dan

alinmustir.
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NADPH+ H+\/ GSSG \/ 2H,0

Glutatyon Glutatyon
Rediiktaz Peroksidaz
NADP+ 2 GSH H20:

2.6.2.4. Glutatsyon S-Transferaz (GST)

Glutatyon S-transferaz, glutatyon molekalini kullanarak detoksifikasyon streclerinde
gorev almaktadir. GST, H20» gibi peroksit tiirlerini glutatyon ile baglayarak suda ¢6ziinebilen,
daha az zararli ve hiicre tarafindan daha kolay uzaklastirilabilir bir hale getirmektedir. GST
sadece peroksitlerin degil ¢esitli toksinlerin, ilaglarin ve metabolik atiklarin inaktivite
edilmesini saglamaktadir (Karabulut ve Giilay, 2016; Polat, 2009).

2GSH + H202 — GSSG + 2H20

GSH+ X —- GSX+H

Glutatyon (GSH), hiicre i¢inde bulunan tripeptid yapida bir antioksidan molekiildiir.
Tripeptid, (¢ amino asit olan glutamik asit, sistein ve glisin molekullerinin bir araya gelmesiyle
olusur (Karabulut ve Giilay, 2016). GSH, bir¢ok enzim reaksiyonunda koenzim olarak gorev
alir ve mitokondriler arasinda tagima islemlerinde yer alabilmektedir. Sulfidril gruplarini iceren

glutatyon, diger molekiillerdeki siilfidril gruplarmi koruyarak denge unsuru olusturmaktadir

(Polat, 2009).

2.6.3. Enzim Yapisinda Olmayan Antioksidanlar

Enzim yapisinda olmayan antioksidanlar, biyolojik sistemlerde serbest radikalleri
notralize etmek ve oksidatif stresin neden oldugu hiicresel hasar1 6nlemek igin kullanilan dogal

veya sentetik bilesiklerdir. Bu antioksidanlar, genellikle vitaminler, mineraller, fenolik
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bilesikler, karotenoidler ve flavonoidler gibi kimyasal yapiya sahip dogal bilesiklerden olusur.
Enzimik aktivite sergilemeyen bu bilesikler, reaktif oksijen tiirleri veya serbest radikallerle
etkileserek stabilizasyon saglarlar ve hicresel zarara karsi koruyucu bir etki gosterirler
(Karabulut ve Gulay, 2016).

2.8. Zeytin Yapragi

Zeytin agaci (Olea Europaea L.), Oleaceae familyasima ait olan ve her zaman yesil kalan
yapraklariyla taninan bodur bir agag ttradir (Yarim, 2016). Tipik olarak biikiilmiis ve kivrilmis
bir govdesi, ince ve sik dallar1 ile karakterize edilir. Yapraklar1 dar, uzun ve st yiizii soluk
yesil, alt yiizii ise beyazims1 glimiis renkte olan zeytin agaci, estetik bir goriiniime sahiptir.
Meyvesi, 1-2,5 cm uzunlugunda, oval ve etli bir yapiya sahiptir; olgunlastik¢a yesil renginden
siyah renge dontisiir (Aggtl, 2017; Alesci ve digerleri, 2022).

Zeytin agaci, Akdeniz iklimine 6zgl bolgelerde yogun olarak yetisir ve diinyanin bilinen
en eski kiiltiir agacglarindan biridir (Lim, 2012; Unissave digerleri, 2022). Bu agag, tarih
boyunca insanlar i¢in besin, yag ve diger bir¢ok kullanim alani nedeniyle 6nemli olmustur.
Zeytin agacinin essiz goriiniimii, kiiltlirel ve ekonomik agidan bir¢ok toplum i¢in sembolik bir

degere sahiptir.

Zeytin agacmin zarif yapisi1 ve meyvesinin saglik Gzerindeki olumlu etkileri, ayni
zamanda gida endustrisinde ve kozmetik Grtinlerde de yaygin olarak kullanilmasini saglamustir.
Zeytin agaci ve yapraklari, Ozellikle saglikli bir yasam tarzin1 destekleyen antioksidan ve

antienflamatuvar 6zellikleriyle bilinir (Unissa ve digerleri, 2022).

Resim (1)’de zeytin agaci, resim (2)’de ise zeytin yapragi gosterilmektedir (Syed ve
digerleri, 2022). Bu gorseller, zeytin agacinin estetik ve tanidik gorintusini vurgularken, ayni

zamanda bu agacin kiiltiirel ve dogal degerini yansitmaktadir.
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?‘.\K e -» ot o
Resim 1. Zeytin agaci (Syed ve digerleri, 2022)

Resim 2 Zeytin yapragi (Syed ve digerleri, 2022)

Zeytin agaglariin genellikle 300-400 y1l yasadigi bilinirken, bazi tirlerinin 2000 y1l gibi
uzun 6mirlii olabildigi gergegi, Olea Europaea L.'nin neden "Olimsiiz Agag" olarak anildigim1
agiklamaktadir (Akgicek, 2011; Giirblz, 2018).

Zeytin agaci, 0zgiinliiglini Akdeniz bolgesine ve kiiclik Asya'nin belirli bolgelerine
bor¢lu olup, ayn1 zamanda Arap Yarimadasi, Afrika, Giineydogu Avrupa, Hindistan ve Iran'm
kuzey bolgelerine de yayilmistir (Ben Salem ve digerleri, 2014; Talhaoui ve digerleri, 2018).
Ayrica, Peru, Amerika Birlesik Devletleri (Kaliforniya), Sili ve Gliney Avustralya gibi uzak
cografyalarda da yetistirildigi rapor edilmistir (Durlu-Ozkaya ve Ozkaya, 2011).

Diinya genelindeki zeytin agaglarinm %98'i, Ispanya, Italya, Yunanistan, Tunus, Turkiye,
Portekiz, Fas ve Cezayir gibi Akdeniz iilkelerinde bulunmaktadir (Hashmi ve digerleri, 2015;
Karaboga Arslan ve digerleri, 2017). Turkiye'de ise 2022 itibariyle 194 milyon zeytin agaci
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bulundugu bildirilmistir (TUIK, 2022). Zeytin agaci yetistiriciligi Tiirkiye'de en yogun olarak
Ege Bolgesi'nde yapilmakta olup, bunu sirasityla Marmara, Akdeniz, Giineydogu ve Karadeniz
Bolgeleri izlemektedir (Gurbiiz, 2018; Menduh, 2015). Tiirkiye, zeytin agaglariyla zengin bir
biyocesitlilige ev sahipligi yapmaktadir, ayn1 zamanda zeytinyag: iiretiminde 6nemli bir yeri

vardir.

Zeytin agaglar1 hem sofralik zeytin i¢in hem de zeytinyagi iiretimi i¢in ticari olarak
yetistirilmektedir (Mumcu, 2023). Zeytin agaglarindan elde edilen atik ve kalintilara ise ""zeytin
yan trilinler1" denir, bu kapsamda en One ¢ikanlar zeytin yapraklaridir (Talhaoui ve digerleri,
2015). Zeytin yapraklari, agaglarin budanmasi ve meyvenin temizlenip hasat edilmesi sirasinda
elde edilen bir karigimdir ve zeytin agirhigimin %10'unu olusturur. Her bir aga¢ budamasi

sirasinda yaklasik 25 kg zeytin yapragi tiretilmektedir (Talhaoui ve digerleri, 2015).

Zeytin agaci binlerce yildir kiilttrel ve dini sembolizmi ile insan hayatinda 6nemli bir yer
tutmaktadir. Yahudilik'te bilgi, adalet, zenginlik ve giizellik simgesi olarak kabul edilirken;
Hristiyanlik ve Islam'da kutsal bir bitki olarak deger goriir. Zeytin yapraklarmdan yapilan
celenkler, Yunanistan'daki Olimpiyat oyunlarinda galip gelenlere 6diil olarak sunulmustur.
Zeytin agaci, Akdeniz medeniyetleri ile birlikte gelisip giiniimiize kadar barisin simgesi olarak
varligm siirdiirmektedir (Bianco ve Ramunno, 2006; Oz¢imen ve digerleri, 2010; Talhaoui ve

digerleri, 2018).

Zeytin agacindan elde edilen Orunler, yiizyillardir halk tibbinda ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmistir ve kullanilmaya devam etmektedir (Syed ve digerleri, 2022). Zeytin
ve zeytinyagi, halk tibbinda analjezik, miishil ve antiseptik olarak karin agris1 ve romatizma
icin kullanilmaktadir (Bonvino ve digerleri, 2018). Zeytin ve zeytinyagi, kardiyovaskiiler
hastalik riskini azaltici, bazi1 kanser turlerini engelleyici, hipolipidemik, antidiyabetik ve
antimikrobiyal 0Ozelliklere sahip polifenoller icermektedir (Barbaro ve digerleri, 2014;
Benavente-Garcia ve digerleri, 2000). Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA), zeytinyagi
polifenollerinin kan lipitlerinin oksidatif hasara kars1 korunma sagladigi yoniindeki iddiasini

onaylamig ve minimum 5 mg/gun tiiketimi dnermektedir (EFSA, 2011).

Zeytin yaprag: ise antik Misir'dan bu yana tibbi olarak kullanilmaktadir (Ozgimen ve
digerleri, 2010). Eski donemlere ait kitabelerde zeytin agacinin “Meyvesi etiniz, yaprag
ilacimizdr” seklinde anildigi bilinmektedir (Alternative Medicine Review, 2009). Zeytin
yapraginin antidiyabetik, antibakteriyel ve antihipertansif etkileri oldugu bildirilmis, 6zellikle

Akdeniz halki tarafindan gesitli saglik sorunlarinda kullanildig1 kaydedilmistir (Hashmi ve
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digerleri, 2015; Sahin ve Bilgin, 2017). Zeytin yapragi, diinya ¢apinda bitkisel ¢ay, ekstrakt,
kurutulmus yaprak ve toz formunda yaygin bir sekilde kullanilan botanik ilaglardan biridir

(Syed ve digerleri, 2022; Talhaoui ve digerleri, 2015).

Zeytin meyvesi, zeytinyagl ve zeytin yapraginin terapdtik ozelliklerinin arkasindaki
anahtar oyuncular, bu organlarda bulunan polifenollerdir (El ve Karakaya, 2009; Talhaoui ve
digerleri, 2018). Zeytin agaci, diger bir¢ok bitki gibi ¢evresel degisikliklere, patojenlere ve
bocek saldirilarina kars1 savunma mekanizmalarint devreye sokmak iizere fenolik bilesikleri
iretir (Hadad ve digerleri, 2020). Bu fenolik bilesikler, kuvvetli antioksidan ve antimikrobiyal
aktivite sergilerler (Rahmanian ve digerleri, 2015). Fenolik maddeler arasinda, zeytin
meyvesinin aciligindan sorumlu olan oleuropein 6nemli bir rol oynar (Menduh, 2015).
Oleuropein, zeytin agacinin tum bdlgelerinde bulunmasina ragmen, yapraklarda diger kisimlara
gore daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Ayrica, zeytin yapraklari, fenolik bakimindan
zeytin meyvesi ve yagindan daha zengin bir igerige sahiptir (Ben Salem ve digerleri, 2014). Bu
durum, zeytin yapraklarin1 en giiglii dogal antioksidanlardan biri haline getirir (Dekansi ve

digerleri, 2009b).

Olea Europaea yapraklarindan izole edilen gesitli kimyasal bilesikler arasinda fenolik
bilesikler, sekoiridoitler, triterpenoitler, flavanoitler, lignanlar ve diger gesitli bilesikler yer
almaktadir. Bu bilesikler arasinda oleuropein, ligstrosit, verbakozit, dimetiloleuropein, oleosit
gibi sekoiridoitler; vanilik, kafeik, p-hidroksi benzoik, ferulik, kumarik asit gibi fenolik asitler;
rutin, diosmetin, apigenin-7-O-rutinoside, luteolin-7,4'-O-diglukozit, luteolin-7-O-glukozit
gibi flavonoidler; B-amirin, B-sitosterol, oleanolik asit, eritrodiol, urs-23,3p-dihidroksi-12-en-
28-oik asit, betulinik asit, uvaol, ursolik asit ve maslinik asit gibi triterpenoidler; pinoresinol
gibi lignanlar ve diger 6zel bilesikler bulunmaktadir (Alesci ve digerleri, 2021; Hashmi ve
digerleri, 2015; Musa ve digerleri, 2021; Soldo ve digerleri, 2024). Yapilan ¢alismalarda, zeytin
agac1 yapraklarinda bulunan en baskin bilesigin oleuropein oldugu, onu sirasiyla
hidroksitirozol, apigenin-7-glukozid, luteolin-7-glukozid ve verbaskozid'in takip ettigi
gozlemlenmistir (El ve Karakaya, 2009). Fenolik bilesikler, zeytinin tiirii, yetistigi cografya,
agac yasl, tarimsal uygulamalar ve iklim degisikligine bagl olarak ¢esitlilik gosterir (Aggiil,
2017). Zeytin yapraklarmin en baskin fenolik bilesigi, oleuropeindir ve bunu hidroksitirozol,
luteolin ve apijenin flavon-7-glikozitleri ile verbaskozit takip etmektedir. Oleuropein, zeytin
yapraklarindaki temel fenolik bilesen iken, hidroksitirozol ise oleuropeinin temel par¢alanma
tirtinlidiir. Zeytinin olgunlagma siireci ve zeytinin islenmesi sonucunda, oleuropein miktarinda

azalma ve hidroksitirozol miktarmnda artis meydana gelmektedir (Ozcan ve Matthdus, 2017).
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Bu durum, zeytinin farkli asamalardaki kimyasal bilesen degisimini anlamamiza ve zeytin
yapraklarmin saglik lizerindeki potansiyel etkilerini degerlendirmemize katki saglar. Zeytin
yapraginin igindeki fenolik bilesiklerin miktar:1 Tablo 2’de gosterilmistir (Benavente-Garcia ve
digerleri, 2000).

Tablo 1. Zeytin yapraginda bulunan fenolik bilesiklerin miktarlar1 (Benavente-Garcia ve
digerleri, 2000).

Fenolik Madde Kuru Agirlik Fenolik Madde Kuru Agirlik
Oleuropein 25.54 Diosmetin-7-glikozit 0.54
Hidroksitirozol 1.46 Kafeik asit 0.34
Luteolin-7-glikozit 1.38 Luteolin 0.21
Apigenin-7-glikozit 1.37 Rutin 0.05
Verbaskozit 1.11 Diosmetin 0.05
Tirosol 0.71 Vanilin 0.05
Vanilik asit 0.63 Katesin 0.04

Bu fenolik bilesikler saglik Gizerine olan faydalar1 agisindan ¢ok sayida arastirmaya konu
olmustur (ElI ve Karakaya, 2009). Zeytin yapragi bilesimindeki oleuropein ve fenolik
bilesiklerden  dolayr  antioksidan,  antihipertansif,  antiaterojenik,  hipoglisemik,
hipokolesterolemik, kardiyoprotektif, anti-inflamatuar, antiviral-antimikrobiyal ve ndéro
protektif etkiler gosterdigi bircok c¢alismada kanitlanmustir (Barbaro ve digerleri, 2014;

Benavente-Garcia ve digerleri, 2000).

2.8.1. Oleuropein

Oleuropein, zeytin yapragmim aktif bir bileseni olan bir sekoiridoit grubu glikozittir
(Dekansi ve digerleri, 2009b). Oleuropein'in kimyasal yapisi, ilk kez 1908 yilinda zeytin
meyvesinden Bourquelot ve Vintilesco tarafindan izole edilmis olup, daha detayl bir sekilde
1960 yilinda Panizzi ve digerleri tarafindan tanimlanabilmistir (Panizzi ve digerleri, 1960).
Oleuropein'in kimyasal yapis1 ayrintili olarak Sekil 1°de gosterilmistir (Benavente-Garcia ve
digerleri, 2000).
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Sekil 2. Olerupoein molekulinin kimyasal yapis1 (Benavente-Garcia ve digerleri, 2000).

Oleuropein, zeytin meyvesinin aci tadindan sorumlu bir bilesen olup, meyvenin ham
asamasinda daha yuksek konsantrasyonda bulunmakla birlikte olgunlastikga miktari
azalmaktadir. Zeytin agacmin tim bodlgelerinde bulunan oleuropein, 6zellikle yapraklarda diger
kisimlara gore daha yogun bir sekilde bulunmaktadir. Zeytinyagindaki oleuropein igerigi
genellikle %0.005 ile 2 arasinda degisiklik gosterirken, yapraklarda bu oran %1 ila 14 arasinda
(kuru agirlikta 60-90 mg) degismektedir (Beauchamp ve digerleri, 2005; Durlu-Ozkaya ve
Ozkaya, 2011; Yildiz ve Uylaser, 2011).

Oleuropein, cesitli saglik yararlarina sahip olmasiyla dikkat ¢cekmektedir. Bu bilesik,
onemli antimikrobiyal 6zelliklere sahiptir (Sanchez ve digerleri, 2007). Ayrica, gucli
antioksidan etkisi ile bilinir, hiicreleri serbest radikallerin zararl etkilerinden koruyabilir (Dua
ve digerleri, 2015). Oleuropein’in antidiyabetik 6zellikleri de vurgulanmustir (Qadir ve digerleri,
2016), ayn1 zamanda antikanser potansiyeline sahip oldugu belirtilmistir (Goulas ve digerleri,

2009).

Antiinflamatuar etkileriyle bilinen oleuropein, ayn1 zamanda hipokolesterolemik etkilere
de sahiptir, yani Kkolesterol seviyelerini disiirebilir (Hadrich ve digerleri, 2016).
Kardiyovaskiiler sistem (izerinde koruyucu bir rol oynayabilen bu bilesik, kalp sagligini
destekleyebilir (Bulotta ve digerleri, 2014). Ayrica, obeziteyi dnleme konusundaki potansiyeli
ile de dikkat ¢eker (Vogel ve digerleri, 2014). Oleuropein'in bu ¢ok yonlii saglik yararlari,
zeytin ve zeytin yapraklari gibi dogal kaynaklardan elde edilen bu bilesigin biyolojik etkilerini

anlama ve degerlendirme agisindan onemlidir.

Oleuropein'in molekuler formili Czs Ha2 O13, molekiil agirligi ise 540.51 g/mol'diir. Bu
bilesik, elenolik asit ve hidroksitirozoliin heterozidik esteridir (Kosif, 2022). Oleuropein, -
glukozidaz enzimi etkisiyle oleuropein aglikon ve glikoza ayrigir, daha sonra esteraz enzimi

tarafindan hidroksitirozol ve elenolik aside metabolize olur (Marsillo ve Lanza, 1998).
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Oleuropein'in B-glikozidaz enzimi ile hidrolizi Sekil 2’de gosterilmistir (Y1ldiz ve Uylaser,
2011).

Oleuropein

B-glikozidaz
¥

Oleuropein aglikon+ Glikoz NaOH

Esteraz

¥

Hidroksitirozol + Elenclik asit 44—

Sekil 3. Oleuropeinin B-glikozidaz enzimi ile hidrolizi (Y1ldiz ve Uylaser, 2011).

Zeytin yapragmin terapOtik 6zelliklerinin ¢ogu, genellikle oleuropeine atfedilse de
molekilin hidroliz Uriinlerinin de farmakolojik 6zellikler sergiledigi bildirilmistir (Alternative
Medicine Review, 2009; Sahin ve Bilgin, 2017).

2.8.1.1. Zeytin Yapragmn Antioksidan Etkisi

Zeytin yapraginin ana bileseni olan oleuropein ve diger fenoliklerin antioksidan etkisi bir
dizi ¢aligma ile dogrulanmistir (Al-Azzawei ve Alhamdani, 2006; Alirezaei ve digerleri, 2014;
Dekansi ve digerleri, 2009b; Visioli ve digerleri, 1998). Ozellikle zeytin yaprag: ekstraktindaki
oleuropein ve hidroksitirozolin, C ve E vitaminlerinden daha yiksek antioksidan aktiviteye

sahip oldugu belirtilmistir (Rahmanian ve digerleri, 2015).

Oleuropein ve hidroksitirozoliin potansiyel antioksidan etkisi, icerdikleri katekol
grubundan kaynaklanmaktadir. Bu gruplar, serbest radikallerin olusumunu engelleyerek
oksidasyonu 6nlemek amaciyla H atomu vererek veya metalleri selatlayarak etki gosterebilirler
(Visioli ve digerleri, 1995; Visioli ve digerleri, 1998).
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Ayrica, oleuropein ve hidroksitirozoliin lipit peroksidasyonuna kars1 giiglii antioksidatif
aktivite sergiledigi belirlenmistir (Visioli, 1995). Etanol ile tedavi edilen siganlar iizerinde
yapilan in vivo ¢alismalarda lipid peroksidasyon belirteci olan tiyobarbitirik asit ile reaksiyona
giren madde (TBARS) konsantrasyonunun oleuropein uygulanmasiyla azaldigi
gozlemlenmistir (Alirezaei ve digerleri, 2012; Alirezaei ve digerleri, 2014). Ayrica, alloksan ile
indiiklenmis diyabetik tavsanlarda yiiksek malondialdehit seviyesinin oleuropein tedavisinden

sonra azaldig1 bildirilmistir (Al-Azzawei ve Alhamdani, 2006).

Yeni yapilan bir calismada, zeytin yapragi ekstraktinin insan mide hiicrelerinde
Helicobacter pylori ile etkilesime girerek interlokin 8 (IL-8) salgisin1 azalttig1 ve reaktif oksijen
tirlerinin Uretimini inhibe ederek antioksidan etki gosterdigi tespit edilmistir (Silvan ve
digerleri, 2021).

Zeytin yapraginin antioksidan etkisinin farkli alanlarda yapilan ¢alismalarda sik¢a ortaya
¢ikmasi, bu bitkinin gida ve gida takviyelerinde yaygin olarak kullanilmasini desteklemektedir
(Talhaoui ve digerleri, 2015).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Deney Hayvanlan

Calismaya baslanmadan énce Aydin Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulundan (AYDIN ADU-HADYEK) 64583101/2023/19 sayili etik kurul izni
almdi. Agirliklar1 180-200 gram arasinda degisen 42 adet Sprague Dawley erkek rat, Aydin
Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezi'nden temin edildi ve hayvan deneyleri burada gerceklestirildi. Denekler, 22-24 °C oda
sicakliginda, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik kosullarda 6zel kafeslerinde tutuldu. Deney

siresince ratlar sinirsiz pelet rat yemi ve musluk suyu ile beslendi.

3.1.2. Deney Bitkileri

Calismamiz kapsaminda kullanilan zeytin yapraklari, Mugla yoresindeki tarim ilaci
kullanilmayan zeytin agaglarindan toplandi. Yapraklar, yikanip temizlendikten sonra 23 °C oda

sicakhiginda dikkatlice kurutuldu.

3.1.3. Kullanmilan Cihazlar

Calisma kapsaminda Hettich Zentrifugen Mikro 200 R sogutmali santrifiij, mikroskop,
Niive NS 112 distile su cihazi, Heidolph MR 3001 manyetik karistirici, Niive MK 418 1sitmal1
manyetik karigtirici, Memmert WNB 10 calkalayict su banyosu, Nive NM 110 vorteks,
spektrofotometre, IKA Overhead Stirrer teflon baslikli homojenizator, Optic Ivymen System
ELISA okuyucu, Denver model 225 dijital pH metre, -80 °C sogutucu, buzdolabi, modiiler
inklbator, etiv, P Selecta dikey tlp karistirici, moduler inktibatér Chamber, Shimadzu AX 120

hassas terazi ve Evaporator doner buharlastirici kullanilmustir.
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3.1.4. Cahismada Kullanilan Kimyasallar

Indometazin etken maddeli Endol® 25 mg kapsiil (Deva Ilag), Lansoprazol etken maddeli
Lansor 30 mg kapsil (Sanovel Ilag), Hematoksilen & Eozin, tiobarbitirik asit,
etilendiamintetraasetik asit (EDTA), , sodyum karbonat, kloroform, triklorasetik asit, glutatyon
reduktaz, sodyum azotiir, amonyum sulfat, hidroklorik asit, potasyum dihidrojen fosfat,
potasyum Klorir, disodyumhidrojen fosfat, PBS homojenat tamponu, hexadecyltrimetil
ammonium bromide o-dianisidine dihydrochloride, ksantin, fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS),
etanol, sodyum klorir, potasyum Kloriir, DTNB, dihidrojen fosfat (Merck 104936), Sodyum
Fosfat Dibazik (Sigma S-9763), Nitroblue tetrazolium (NBT), bakir kloriir, sodyum hidroksit,

metafosforik asit, sigir albimin.

3.2. YOontem

3.2.1. Zeytin Yapraklarimn Ekstraksiyonu

Zeytin yapraklar1 toplandiktan sonra temizlenerek -8 °C derecede saklandi. Sonrasinda
bu yapraklar s1vi azot kullanilarak havanda 6giitiildii ve toz formuna doniistiiriildii (Roméan ve
digerleri, 2012). Daha sonra etanol iginde cozllerek, 40 °C sicaklikta 72 saat boyunca
calkalayicida tutuldu (Cacace ve Mazza, 2003). Etanolde ¢oziinmiis zeytin yapragi 6ziitii,
evaporatorle islenerek etanolden arindirildi ve yogunlastirildi. Bu siiregte, karisim 1sitilarak
etanol buharlastirildi ve konsantre zeytin yapragi ekstrakti elde edildi. Boylece, etanol
icermeyen, ylksek konsantrasyondaki zeytin yapragi 6zltu hazirlanmis oldu (Taufig ve
Sulfiani, 2023).

3.2.2. Deneysel Ulser Modelinin Olusturulmasi ve Mide Orneklerinin Alinmasi

Bu ¢aligma, Guidobono ve digerlerinin (1997) kullanmis oldugu yontem referans alinarak

gerceklestirilmistir.

Deney gruplart Grup 1 (Kontrol grubu): Higbir uygulama yapilmayan saghkl ratlar (6
adet), Grup 2: Sadece indometazin verilen ratlar (6 adet) ,Grup 3: Indometazin ve Lansoprasol
(LAN) verilen ratlar (6 adet), Grup 4: 400 mg/kg zeytin yapragi ekstresi verilen ratlar (6 adet),

Grup 5: indometazin ve 100 mg/kg dozda zeytin yaprag: ekstresi verilen verilen ratlar (6 adet),
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Grup 6: Indometazin ve 200 mg/kg dozda zeytin yaprag: ekstresi verilen ratlar (6 adet), Grup
7: indometazin ve 400 mg/kg dozda zeytin yaprag: ekstresi verilen ratlar (6 adet) seklinde
olusturulmustur. Tablo 2’de gdsterilmistir. Hayvanlar 16 saat a¢ birakildiktan sonra, her bir
uygulama grubunda bulunan ratlara; zeytin (Olea Europaea) yapragmi farkli dozlarda (100
mg/kg, 200 mg/kg ve 400 mg/kg) olmak iizere oral yoldan steril metal bir sonda yardimryla
gavaj yoluyla verilmistir. Referans gruba ise LAN (30 mg/kg), verilmistir. Belirtilen tiim
maddeler belirtilen doz ve miktarlarda oral olarak verildikten 15 dakika sonra Grup 1 ve Grup
4 hari¢ tiim ratlara aym sekilde oral yolla Indometazin (25 mg/kg dozda) uygulanmustur.
Indometazin’nin verilmesinden 6 saat sonra ratlar, anestezi altinda kalplerinden 5 ml kan
alinarak Otenazi edilmis ve mideleri ¢ikarilmistir. Deneysel g¢alisma plan1 Tablo 3’de

gosterilmistir.

Makroskobik inceleme i¢in mide duvari buytk kurvatiir boyunca kesilmis ve mide limeni
acumustir. Mide dokular1 serum fizyolojik ile yikanmis, ardindan beyaz bir zemin iizerine
alinarak 0lserli alanlarin fotograflar1 ¢ekilmistir. Histopatolojik degerlendirme igin mide
dokularmin yaris1 analize kadar %210 luk formaldehit cozeltisi icerisinde bekletilmistir.

Midenin kalan diger yaris1 ise enzim analizleri i¢in -80 °C sogutucuda saklanmustir.

Tablo 2. Deneysel gruplara uygulanan ilaclar

GRUP ADI UYGULANAN ILAC

Grup1 -

Grup 2 25 mg/kg indometazin

Grup 3 30 mg/kg lansoprazol+ 25 mg/kg indometazin

Grup 4 400 mg/kg zeytin yapragi ekstresi

Grup 5 100 mg/kg zeytin yaprag: ekstresi + 25 mg/kg
indometazin

Grup 6 200 mg/kg zeytin yaprag: ekstresi + 25 mg/kg
indometazin

Grup 7 400 mg/kg zeytin yapragi ekstresi + 25 mg/kg
indometazin

33



Tablo 3. Deneysel ¢alisma plani

GRUPLAR
GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4 GRUP 5 GRUP 6 GRUP 7
2 haftalik adaptasyon suresi
16 saat aclik
Hicbir 25 mg/kg 30 dozda 400 mg/kg 100 mg/kg | 200 mg/kg | 400 mg/kg
uygulama dozda mg/kg dozda zeytin | dozda dozda dozda
yapilmayan indometazin lansoprazol yapragi zeytin zeytin zeytin
Saghikligrup | gavaj ekstresi yapragi yapragi yapragi
yontemiyle 15 dk sonra gavaj ekstresi ekstresi ektresi
uygulandi 25 dozda yontemiyle
mg/kg uygulandi 15 dk sonra 25 mg/kg indometazin gavaj
indometazin yontemiyle uygulandi
gavaj
yontemiyle
uygulandi

gerceklestirildi.

6 saat bekleme siiresinden sonra anestezi uygulanan ratlarin kalbinden 5 ml kan alinarak 6tenazi islemi

3.2.3. Makroskobik ve Mikroskobik Inceleme

Rat midelerinin glandiiler bolimiindeki iilserli alanlar (siyah renkli kanama alanlar1)

degerlendirilmistir. Gastrik Ulserler genellikle midenin glandiler béliminde meydana

gelmektedir. Glandiler mukoza tizerindeki Ulser alanlarinin glanduler alana oranini belirlemek

amaciyla fotograflanan mide dokularmnin Ulser alanlar1 Adobe® Photoshop® bilgisayar

programiyla degerlendirilmistir (Nguelefack ve digerleri, 2008). Bu yontem, ulserlerin

yayilimini ve etkisini objektif bir sekilde degerlendirmek i¢in kullanilmistir. Mide Ulser indeksi

asagidaki formule gore hesaplanmustir.

Ulser alan hesaplamasi (%): Ulser alan1 x 100

Glanduler alan
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3.2.4. Mide Homojenatinin Olusturulmasi ve Biyokimyasal Analizler

3.2.4.1.Biyokimyasal Analizler

3.2.4.1.1. Doku Homojenatinin Hazirlanmas

Ratlarin mide dokular1, serum fizyolojik ile yikanip kurutulduktan sonra agirliklar1 hassas
bir 6lgiim cihazi ile belirlendi ve daha sonra parga parga ayrilarak -80°C'deki dondurucuda
muhafaza edildi. Coziilen doku 6rneklerine, agirliklarmin on kat1 miktarda Tris tamponu (50
mM, pH 7.8, 6.057 g Tris + 500 mL distile su) eklenerek homojenizatér kullanilarak
homojenize edildi. Daha sonra, 6rnekler 3500 rpm'de 10 dakika sureyle santriftj edilerek elde

edilen supernatant, biyokimyasal analizler igin ayrildi.

3.2.4.1.2. Dokuda Protein Tayini

Mide dokusu homojenatlarinda protein tayini Bradford (1976) tarafindan gelistirilen

yontem ile 6lculdu.
Testin Prensibi:
Bradford yéntemi Coomassie brillant blue G-250 boyasinin proteinlerde bulunan arjinin,

triptofan, tirozin, histidin ve fenilalanin gibi aminoasit rezidiilerine baglanarak mavi renkli

kompleks olusturmasi esasina dayanir.
Kullanilan Ayiraclar:

Bradford Ayiract: 0,1 g Commassie Brillant Blue G-250 50 ml %95°lik etanolde
cozllerek bu ¢ozeltiye %85°1ik 100 ml ortofosforik asit ilave edildi. Cozeltinin hacmi distile su

ile 1 L’ye tamamland:.
Testin Yapihsi:

Seyreltilmis mide homojenatlarindan 5 pl alinarak, iizerine 250 pl Bradford ayiraci
eklendi ve karistirilarak 15 dakika oda sicakliginda bekletildi. Bu siire sonunda ornekler
mikroplakalara aktarilarak absorbanslar1 595 nm’de mikroplaka okuyucu yardimi ile 6l¢iildii.
Kor olarak Ornekle ayni miktarda saf su kullanildi. Sonuglar standart egri grafiginden

faydalanilarak hesaplandi.
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Protein Standart Grafiginin Hazirlanmasi:

S1gir serum albumini kullanilarak 1000 pg/ml’lik stok protein ¢ozeltisi hazirlandi. Stok
protein ¢ozeltisinden 125, 250, 500, 750, 1000 pg/ml derisimlerde seyreltilerek standart protein
cozeltileri hazirlandi. Ornek okumasinda kullanilan yéntem ile ¢ahsilarak standart grafik

¢iziminde bu standartlarin absorbans degerleri kullanildi.

3.2.4.1.3. IL- 1P Analizi

Doku homojenatinda interlokin 1-B duzeyini Olgmek igin SunRed Biotechnology
Company tarafindan iiretilen Rat Interlokin 1-p ELISA Kit (Katalog No: 201-11-0120Ra)
kullanildi. Doku homojenati, hiicre kiiltiirii slipernatanti, plazma, serum ve diger biyolojik
stvilarda rat Interlokin 1-B 6lglimi amacryla Uretilen bu Kitin standart egri araligi 25-8000 pg/L
duyarlilig ise 20,118 pg/L2dir.

Doku homojenatinda interlokin 1-f analizini ger¢eklestirmek i¢in asagidaki adimlar, Kitin

direktiflerine uygun olarak izlendi:

1. Doku homojenatlar1 ve tiim reaktifler oda sicakliginda bekletilerek uygun sicakliga
getirildi

2. Seri diliisyon yapilarak 4800 pg/L, 2400 pg/L, 1200 pg/L, 600 pg/L, 300 pg/L ve 150
pg/L olacak sekilde 6 adet standart hazirlandi.

3. Numune kuyucuklarma 40 pl doku homojenati ve 10 pl biyotinlenmis Rat interlokin
1-B antikoru, standart kuyucuklarma ise 50 pl standart eklendi.

4. Kor diginda tiim standart ve numune kuyucuklarma 50 pl streptavidin-HRP eklendi ve
37°C'de 60 dakika inkiibasyona birakild1.

5. Inkiibasyon sonrasinda, 30 kat seyreltilmis yikama soliisyonundan 300 ul kullanilarak
bes defa yikama islemi gergeklestirildi.

6. Tiim kuyucuklara sirasiyla 50 pl substrat soliisyonu A ve B eklendi ve ardindan
37°C'de 10 dakika boyunca karanlikta inkiibe edildi. Bu siirecte mavi renk olusumu
g6zlemlendi.

7. 10 dakikalik inkiibasyonun ardindan tiim kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu eklendi ve
mavi rengin sartya dondiigii goriildii.

8. 450 nm dalga boyunda, BIO-TEK PowerWave XS mikroplate okuyucu cihazi

kullanilarak absorbans degerleri dlgulda.
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Standartlarin absorbans degerleri kullanilarak elde edilen ve R? degeri 0.9911 olan
absorbans-konsantrasyon grafigi Sekil 4'de sunulmustur. Standart egrisinden elde edilen bu
grafiklerin yardimiyla, doku homojenatlarmin interlokin 1-f konsantrasyonlar1 pg/L birimine

gore belirlendi.

IL1T BETA

Ahzorbance

0.1

10

Concenrtration

4 Parameter (v = (A - D0 501 + (xC)E) + D)
A=5 4154 B=-06220 C=1029.9617 D=-01295 R-Square = 0.9911

Sekil 4. interlokin 1-B standart egrisi

3.2.4.1.4. TNF-a Analizi

Doku homojenatinda TNF-a diizeyini 6lgmek i¢in SunRed Biotechnology Company
tarafindan Uretilen Rat TNF- a ELISA Kit (Katalog No: 201-11-0765Ra) adl ticari ELISA kiti
kullanildi. Bu kit, doku homojenati, hicre kultiri siipernatanti, plazma, serum ve diger
biyolojik sivilarda rat TNF-a 6l¢iimii i¢in tasarlanmistir. Kitin standart egrisi araligi 8-1000

ng/L ve duyarlilig1 5,127 ng/L'dir.

Kitin icerisindeki direktifler dogrultusunda asagidaki basamaklar takip edilerek doku

homojenatinda TNF- a analiz edildi:

1. Standartlar, numuneler ve tim reaktifler oda sicakligina getirildi ve hazirlandi.
2. Seri dillisyon yapilarak 640 ng/L, 320 ng/L, 160 ng/L, 80 ng/L, 40 ng/L, 20 ng/L
konsantrasyonlarinda olacakk sekilde 6 adet standart hazirlandi. Standart kuyucuklarina 50 pl

standart eklendi.
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3. Numune kuyucuklarina 40 pl numune ve 10 pl TNF-a antikoru eklendi.
4. Kor haricindeki tiim standart ve numune kuyucuklarina 50 pl streptavidin-HRP

eklenerek kuyucuklarm tizeri kapatildi ve 37°C'de 60 dakika boyunca inkibe edildi.

5. Her bir kuyucuk, bes kez yikanmak tzere 300 pl yikama solusyonu kullanilarak
yikandi.
6. Kor, standart ve numune kuyucuklarina her birine elliser pl substrat soliisyonu

A ve B eklenerek, mavi renk olusumu gergeklesti. Kuyucuklarin iizeri kapatilarak 37°C'de 10
dakika karanlikta inkiibe edildi.

7. Her bir kuyucuga 50 pl durdurma soliusyonu eklendi, mavi rengin sariya
dontistiigii gorulda. 10 dakika igcinde, BIO-TEK PowerWave XS mikroplate okuyucu cihazinda

450 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iildii.

Standartlarm absorbans degerleri kullanilarak elde edilen ve R? degeri 0,9999 olan
absorbans-konsantrasyon grafigi Sekil 5'te gosterilmistir. Bu grafik temel alinarak numunelerin

TNF-a konsantrasyonlari ng/L biriminde belirlendi.

TNF ALFA

161 — 4
1.41 =
1.21

1 0 4 /_,'/
/

Ahsorhance

0581 /
06

04t /

100 200 300 400
Concentration

4 Parameter (y = (& - D) f(1 + (x/C)"B) + D)
A=0.1444 B=19703 C=99.9669 D=1.6628, R-Square = 0.9999

Sekil 5. TNF-o’nin standart egrisi
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3.2.4.1.5. Malondialdehit Analizi (MDA)

Hazirlanan homojenatta malondialdehit (MDA) aktivitesi Ohkawa ve arkadaglarinin

1979 yilinda yayimlanan ¢aligmasinda tarif edilen yontemle yapildi

Testin Prensibi:

Bir ¢Ozeltinin lipid igerigi, diisik pH'da, tiyobarbitirik (TBA) asidinin varhiginda
sitildiginda, 532-535 nm'de maksimum pik olusur. Bu reaksiyon stabil kirmizi-pembe bir renk
olusturur. Bu renk, malondialdehit (MDA) molekiilii ile iki TBA molekiiliiniin birlesmesi
sonucu olusan kromojenik bir reaksiyon tarafindan saglanir. MDA'nin bir kism1 peroksidasyon
sonucunda g¢ikarken, buyilk cogunlugu ortam asitlestirildikten sonra uygulanan isitma

asamasinda lipit peroksitlerin yikimina bagli olarak meydana gelir.
Kullanillan Ayiraglar:

1. %20 Triklorasetik Asit: 200 g TCAA bidistile su ile ¢ozilerek hacim bir litreye
tamamlandu.

2. %0,67 Tiyobarbdtirik asit: 1,675 g TBA (4,6-Dihidroksi—2— tiyoprimidin) bidistile
suda ¢oziilerek hacim 250 ml’ye tamamland.

3. n-bitanol: Analiz safliginda kullanildi.
Deney Prosediri:

1. Kor ve test olarak belirlenen iki tane kapakli deney tlipl alinds. i1k olarak test tiipiine
0,5 ml 6rnek konuldu. Kor tipune 3ml, test tiplne 2,5ml %20’lik TCAA ilave edildi.
Her iki tipe de 1’er ml TBA eklenildi ve agizlar1 kapatildiktan sonra 30 dakika kaynar
su banyosunda inkiibasyona birakilda.

2. Inkiibasyon stiresi bitince tlpler buz banyosunda hemen sogutuldu.

3. Uzerine 4’er ml n-biitanol konularak 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

4. Daha sonra n-biitanol tabakasi baska bir tiipe aliarak, spektrofotometrede 535 nm

dalga boyunda kore kars1 okundu.
Hesaplama:

Spektrofotometrede dlgiilen absorbans degerleri, ekstinksiyon katsayis1 [EA535= 1,56 X

105 Mt cm? (nmol/mg)] ile carpilarak hesapland1 ve sonuglar mmol/mg protein olarak verildi.
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3.2.4.1.6. Superpoksit Dismutaz Analizi (SOD)

Mide dokusu homojenatlarinda SOD aktivitesi Sun ve digerleri (1988) tarafindan
gelistirilen yonteme gore 6lguldi.

Testin Prensibi:

Bu yontem, enzimatik bir reaksiyon ile (Gretilen siperoksit radikallerinin
nitrobluetetrazolium (NBT) un indirgemesini engelleyen 6rnekteki SOD enziminin aktivitesini

Olgcmeye dayanur.
Kullanilan Ayiraclar:
1. Kloroform

2. Absolut etanol

3. Ksantin stok soltsyonu (3 mmol/L): 23 mg ksantin 50 ml'lik balon joje icerisinde 5 ml 0,1
N sodyum hidroksit (NaOH) ile ¢6zlldu. Distile su ile hacim 50 ml'ye tamamlanda.

4. EDTA (0,6 mmol/1): 0,233 g etilendiamintetraasetik asit (EDTA) distile su ile ¢c6zuldd.

Hacim 1 L’ye tamamlandi.

5. Sodyum karbonat (400 mmol/L): 10,5 g sodyum karbonat (Na>COs distile su ile ¢ozuldi.

Hacim 250 ml'ye tamamlandi.

6. NBT cozeltisi (0,15 mmol/L): 30,75 mg nitro blue tetrazolium (NBT) distile su ile ¢ozuld.

Hacim 250 ml'ye tamamland:.

7. Bakar Kloriir ¢ozeltisi (0,8 mmol/L): 26,75 mg bakir kloriir (CuCly) distile suda ¢ozulda.

Hacim 250 ml'ye tamamlandi.

8. Sigir albiimini ¢ozeltisi (1 g/L): 100 mg si8ir albiimini distile suda ¢oziildii. Hacim 100

ml'ye tamamlanda.

9. Amonyum sulfat ¢cozeltisi (2 M): 26,428 g amonyum siilfat (NH4),SO4 distile suda ¢dzilda.

Hacim 250 ml'ye tamamlandi.

10. Ksantin oksidaz enzim cozeltisi: 20 U/ml aktiviteye sahip ksantin oksidaz enzim

cozeltisinden 20 umol alindi. 2 ml 2 M amonyum silfat ¢ozeltisi ile karistirildi.

11. Reaktif karisimi: 20 tiipliikk bir seri analiz icin 20 ml 10 kat seyreltilmis ksantin stok
cozeltisi, 10 ml EDTA c¢ozeltisi, 10 ml NBT c¢ozeltisi, 6 ml sodyum karbonat ¢ozeltisi ve 3 ml

sigir alblmini ¢ozeltisi 100 ml'lik bir erlen icerisinde karistirildi.
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Deney Proseduri:

1. Kor ve numune olarak isaretlenen test tiplerine 2,45 ml reaktif karigimi eklendi.

2. Testtlplerine 0,5 ml doku homojenati, kor tiipe ise 0,5 ml bidistile su eklendi.

3. Mide homojenatindan 1 ml alinarak tzerine 0,3 ml kloroform ve 0,5 ml etanol eklendi
ve 3000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi.

4. Santriflj islemi sonrasinda Ustte kalan berrak kisimdan 0,5 ml alinarak test tuplerine
eklendi. Tiplere 50 ul ksantin oksidaz enzim ¢6zeltisi eklenerek karistirildi.

5. Tupler, 20 dakika boyunca 25°C'lik su banyosunda inkiibe edildi.

6. Inkiibasyon suresi sonunda, her iki tiipe de 1 ml CuCl, eklenerek reaksiyon
durduruldu.

7. Olusan rengin absorbansi spektrofotometre'de 560 nm dalga boyunda 6lgiilerek kore

kars1 okundu

Hesaplama:

SOD enzim aktivitesinin degerlendirilmesinde, asagida verilen formiil kullanilarak yiizde
inhibisyon hesaplandi.
%Inhibisyon = [(KOriin Absorbansi — Testin Absorbans1) / Koriin Absorbansi] x 100

SOD aktivitesini 6lgmek icin kullanilan ydntemde, NBT indirgenmesinin enzim
tarafindan inhibisyonu esas alindi. Bir SOD unitesi, NBT rediksiyonunu %50 oraninda
engelleyen enzim aktivitesi olarak tanimlandi. Bu nedenle, reaksiyon ortamindaki enzim
aktivitesi, Unite cinsinden hesaplandi. Sonuclar mide doku homojenati icin U/mg protein olarak

degerlendirildi.

3.2.4.1.7. Katalaz Analizi (KAT)

Mide dokusu homejenati katalaz aktivitesi 6l¢iimii Aebi (1984) tarafindan tarif edilen
yonteme gore Olculdi
Testin Prensibi:

Hisrojen peroksit (H202), 151k spektrumunun UV bdlgesinde 240 nm dalga boyunda
absorbans gosterir. KAT enzimi, H>O>' yi su ve oksijene parcalayarak absorbansta azalmaya

neden olur. Absorbansta gozlenen azalma hizi, katalaz enzim aktivitesi ile dogru orantilidir.
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Kullanmilan Ayiraclar:

1. Fosfat T (pH=7,0) (1/15 mmol/L): 3,522 g potasyumdihidrojenfosfat (KH2POa) ve
7,268 g disodyumhidrojen fosfat (Na.HPO4.2H20) distile suda ¢Ozulerek bir litrelik
cozelti elde edildi. Daha sonra, ¢ozeltinin pH degeri 7’ye ayarlandi.

2. Fosfat Tamponlu Hidrojen Peroksit Cozeltisi: %30 H.O: ¢Ozeltisinden 0,16 ml
alind1 ve daha 6nce hazirlanmis olan 100 ml fosfat tamponuna eklendi. Sonrasinda,
bu karigimin 240 nm'deki absorbansi H2O: ile 0,5’¢ ayarlandi.

Deney Proseduri:

1. Spektrofotometre 240 nm’ye ayarlandi ve fosfat tamponu ile sifir absorbansa
ayarlandi.

2. 3 ml’lik kiivete 2,99 ml hidrojen peroksitli fosfat tamponu ve 0,01 ml 50 kat diliie
edilmis numune ilave edilerek hizla karistirip absorbansi okundu, bu baslangig
absorbans degeridir (A1).

3. Daha sonra 60 saniye siireyle absorbans azalmasi takip edildi. Siirenin sonunda

okunan absorbans degeri kaydedildi (A2).

Hesaplama:
Absorbanstaki azalma gozlemlendi ve katalaz aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak
hesaplandi. Enzim aktiviteleri doku homojenat1 igin protein basmna birim olarak (U/mg)

degerlendirildi.

U =23/ At x log A Azsnt

3.2.4.1.8. Glutatyon Analizi (GSH)

Mide dokusu homojenatinda GSH analizi Sedlak ve Lindsay (1968) tarafindan
tanmimlanan yonteme gore dlctldi
Testin Prensibi:
Bu 6lglim, 5,5'-Ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) veya kisaca DTNB olarak bilinen bir
distilfit kokenli kromojenin indirgenmesi sonucu sar1 renkli bir {irliniin olugmas1 prensibine
dayanir. Bu 0rinln absorbansi spektrofotometre kullanilarak o6lctlur ve sulfidril gruplu

bilesiklerin konsantrasyonu belirlenebilir.
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Kullanmilan Ayiraclar:

1.

Na-Fosfat tamponu, (pH degeri=7,5): 0,213 g NaH2P04.2H,O, 1,563 g
Na:HPO4.2H20 ve 0,038 g EDTA disodyum tuzu alinarak distile suda ¢oziildii ve
sonrasinda hacmi 100 mL'ye tamamlandi. pH 7,5’¢ ayarlandi.

1 mM DTNB (5-5' Dithio 2 Nitrobenzoik Asit): 0,011 g DTNB, distile suda
¢ozalda.

NADPH (1 mM): 0,008 g NADPH 10 ml distile su iginde ¢ozildi.

Glutatyon Rediiktaz (625 U/L): Ticari olarak satin alinan enzim soliisyonu
kullanilda.
Standart GSSG: 0,015 g okside GSSG alind:1 ve distile su ile hacmi 500 ml'ye

tamamland..
%)5'lik Metafosforik Asit: 5 g meta fosforik asit alindi ve distile su iginde ¢oziilerek

hacmi 100 ml'ye tamamlandi.

Deney Prosediri:

1. Deneyden Once, ependorf tiplerine 100 pl numune ve 100 pl meta fosforik asit
eklendi.

2. 5000 devirde 3 dakika boyunca santrifij edildi.

3. Elde edilen stipernatandan 50 pl alinarak ELISA mikroplate kuyucuklarina
aktarildi. Bu esnada, asagidaki karisim hazirlandi ve 100 pl pipetleme yapildi:
2,8 mIDTNB
3,75 ml NADPH
5,85 ml Na-Fosfat tamponu (pH=7,5)

10 U GSH Rediiktaz (80 pL)
4. Hafifce karistirilarak ELISA okuyucusunda 405 nm dalga boyunda 2 dakika

boyunca kinetik yontem kullanilarak okundu.

Hesaplama:

GSH degerlendirilmesi asagida verilen formile gore hesaplandi.

Total GSH (pmol/l) = (Numune absorbansi/dk) / (Standart absorbans1 /dk) x Cstd x DF

Sonuglar mmol/mg protein doku birimi olarak hesapland:.

3.2.4.1.9 Miyeloperoksidaz (MPO) Analizi

Mide dokusu homojenatinda MPO analizi Bradley (1982)’nin yontemine gore Olculdi.
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Testin Prensibi:

Bu yontem, H.O varliginda MPO ile o-dianisidine’nin oksidasyonu sonucu olusan
sarimsi-turuncu renkli bir iiriin olusturmasi ve bu oksidasyon reaksiyonunun, zamana bagl

absorbsiyon artisinin 460 nm dalga boyunda izlenmesi prensibine dayanir.
Kullanilan Ayiraclar:

1. %0,5 O-dianisidin dihidroklorit.

2. %30’luk H202

3. Fosfat tamponu: 50 mM, pH: 6.0

4. Olglim gozeltileri:
a. 0.167 mg/mL o-dianisidine dihidrokloriir, %0.0005 H>0> (%30’luk) igeren fosfat
tamponu (50 mM, pH: 6.0) hazirlandi. %30'luk H2O> ¢6zeltisinden 83.3 pl alind1 ve
saf su ile 500 mililitreye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 4,5 ml alind1.
b.0,0075 g o-dianisidinedihidroklorit, 4,5 ml H202, 0,3062 g KH2POj alinarak 40 ml

distile su icinde ¢ozildl. Elde edilen ¢dzeltinin pH degeri 6'ya ayarland1 ve distile su
ile hacmi 45 ml'ye tamamlandi.

Deney Prosediri:

1. Enzim aktivitesi son hacmi 3 ml olacak sekilde, %16,7 mg O-dianisidin dihidroklorit

ve %0,0005 H20; iceren 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 6,0) ile 0,1 ml serum
iceren ortamda Olculdi.

2. Tepkimenin kore karsi absorbsiyon artisi, 460 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak 5 dk sureyle kaydedildi.

Hesaplama:
MPO (U/L) = (AA/t x 10° x SK) x (1.3 x 10%)

AA/t, dakikadaki absorbans degisimini temsil eder. SK, seyreltme katsayisini ifade eder.
1.3 x 104, o-dianisidine'nin 460 nm'de molar absorbtivite katsayisini temsil eder. 108, molii

mikromole gevirme katsayisidir.

Bir Unite MPO aktivitesi, 25°C'de 1 pmol H20:'yi parcalayan enzim olarak kabul
edilmigtir. U/L olarak dlgiilen MPO degerleri protein agirliklarina boliinerek spesifik MPO
doku aktivitesi hesaplandi ve U/mg protein olarak ifade edildi.

44



3.2.4.1.10. Glutatyon Perosksidaz Analizi (GPx)

Mide dokusu homojenatinda GPx enzim aktivitesi Paglia ve Valentine (1967) tarafindan

tanimlanan yontemle belirlendi.

Testin Prensibi:

Bu 6l¢lim yontemi redukte glutatyon (GSH)’un, okside glutatyon (GSSG)’a g¢evrilmesi

prensibine dayanmaktadir. GSSG'nin olusum hizi, deney ortamindaki NADPH + H* 'm NADP*

'va dontismesiyle iligkilidir. Bu reaksiyon sirasinda optik dansitede meydana gelen azalma,

spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda izlenerek hesaplanir.

Kullanilan Ayiraclar:

1.

SodyumFosfat-Tamponu (pH=7,0 ve 50mM): 7,1 g/L disodyumhidrojenfosfat
(Na2HPO,) ve 6,8 g/L potasyum dihidrojen fosfat (KH2POs) miktarlar belirtildi.
600 ml Na2HPO4 ¢ozeltisi ve 400 ml KH2PO4 ¢ozeltisi ile karistirildi. Toplamda
2,089 Na:EDTA eklendi ve ¢ozuldu.

Redukte Glutatyon (GSH): 150 mM konsantrasyonda hazirlandi.

Sodyum Azotiir (1M NaNs): 130 mg NaN3, 2 ml hazirlanan fosfat tamponunda
¢cozduralda.

Hidrojen Peroksit (2 mM H202):30 pl H202, 10 ml fosfat tamponunda ¢ozulerek
hazirland1.

Amonyum Silfat ((NH4)2SO0s): 4,22 g (NH4)2S04 alindi ve 10 ml distile su
icinde ¢ozuldu.

Glutatyon Reduktaz: 500 IU glutatyon rediiktaz elde etmek icin 3 ml 3,2 M
amonyum stlfat ¢ozeltisine 100 pl glutatyon rediiktaz eklenerek hazirland.
Redukte NADPH: 66,6 mg NADPH 10 ml fosfat tamponunda ¢dzilerek 8 mM
redikte NADPH ¢ozeltisi hazirlandi.

Deney Proseduri:

1. Kor tuptne 2,680 ml Fosfat Tamponu, test tiplerine 2,670 ml EDTA’l1 fosfat
tamponu, 0,1 ml rediikte glutatyon, 0,1 ml NADPH, 0,01 ml GSH rediktaz, 0,01 ml

sodyum azotiir (NaN3) ve 10 kat diliie edilmis numune ilave edildikten sonra 30 dk
oda sicakliginda inkiide edildi.

2. Spektrofotometre 340 nm’de fosfat tamponu ile sifirland1. Siirenin sonunda her tiipe

100 pl H20:2 ilave edilip reaksiyon baslatildi ve hemen kiivetler spektrofotometreye

konarak 3 dk siireyle absorbans azalmasi takip edildi.
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3. Absorbans azalmasinin bu siire icerisinde tam olarak lineer oldugu goruldu.

Hesaplama:

Sonuglar 1U = [(AbsO —Abs2) x 106 x 2,99] / [(6,22 x1000 x 2x 0,02)] formuli
kullanilarak hesaplandi. Mide dokusu homojenatlarindaki glutatyon peroksidaz aktivitesi,
protein doku bagmna birim (U/mg protein) olarak ifade edildi.

3.2.5. Histopatolojik Analizler

3.2.5.1. Doku Kesitlerinin Alinmasi

Alinan doku 6rnekleri, optimal koruma i¢in %10'luk formaldehit soliisyonunda 72 saat
boyunca fikse edildi. Daha sonra, fiksatifi uzaklagtirmak i¢in dokular 30 dakika boyunca akan
suda yikandilar. Ardindan, suyun tamamen uzaklastirilmasi i¢in dnce %70, sonra %80 ve %96
alkol serilerinde birer saat bekletildi ve son olarak %96'luk alkole yerlestirilerek bir gece
boyunca bekletildi. Sonrasinda, dokular %99'luk iki degisim alkollerinde birer saat bekletildi
ve seffaflastirma icin iki degisim ksilen serilerinden gecirildi. Bu islem 60 °C'lik bir etiivde ii¢
degisim parafin serisinde birer saat bekletilerek parafinin dokuya emdirilmesi saglandi. Daha
sonra, doku drnekleri bloklanarak kesit alinabilir hale getirildi ve 5 mikron kalinhginda kesitler

alind1. Kesitler, hematoksilen ve eosin boyasi ile boyandi.

3.2.5.2. Hematoksilen-Eozin(H&E) Boyama Protokoli

Alman doku kesitleri, deparafinizasyon iglemine tabi tutulduktan sonra iki farkli ksilol
serisinde sirastyla 20 ve 10 dakika bekletildi. Daha sonra %99, %96, %80 ve %70 alkol
serilerine yerlestirildi ve her bir alkolde 3 dakika bekletildi. Kesitler daha sonra distile su iginde
3 dakika bekletildi. Daha sonra ¢ekirdeklerin boyanmasi i¢in 5 dakika boyunca hematoksilen
boyasi ile islem yapildi ve fazla boyanin temizlenmesi i¢in akan su altinda 5 dakika bekletildi.
Sitoplazmanm boyanmas1 amaciyla eozin boyasi ile 5 dakika boyandiktan sonra artan alkol
serilerinde (%70, %80, %96, %99) calkaland1 ve tekrar iki farkli ksilol serisine (20 dakika ve
10 dakika) alindi. Daha sonra kesitler entellan ile kapatildi. Son olarak, kesitler Olimpus CX
21 kamera atagmanli mikroskop altinda incelendi ve fotograflandi. Kesit fotograflar1 daha sonra

Photoshop CS5 kullanilarak bir araya getirildi.
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3.2.6. istatistiksel Yontem

Istatistiksel analizler SPSS 20.0 software programi kullanilarak yapilmistir. Calismada,
gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklar1 degerlendirmek amaciyla Kruskal-Wallis H testi
kullanilmugtir. Bu test, gruplar arasindaki medyan degerlerinde anlamli bir fark olup olmadigini
belirlemek igin kullanilan non-parametrik bir testtir. Parametrik olmayan bu test, gruplardaki

verilerin normal dagilima uymadigi durumlarda tercih edilir.

Amag: Kruskal-Wallis H testi, gruplar arasindaki ortanca degerlerin esit olup olmadigini
degerlendirmek amaciyla kullanilmistir. Bu test, en az U¢ bagimsiz grup arasindaki farkliliklar:
belirlemek i¢in tasarlanmistir. Bu calismada, calisma gruplar1 arasinda TNF-a, IL-1p, GSH,
KAT, MDA, MPO, SOD ve GPx degerlerindeki potansiyel farkliliklar1 belirlemek {izere

uygulanmistir.

p Degeri: Kruskal-Wallis H testi sonuglarina gore elde edilen p degeri 0.05 olarak kabul
edilmistir. Bu p degeri, testin yapildig1 degiskenler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar
oldugunu gosterir. Yani, p<0.05 oldugunda, gruplar arasindaki medyan degerlerinde anlamli

bir fark oldugu kabul edilmektedir.

d Degeri: Fark siitunudur ve her bir grup ile kontrol grubu arasindaki farki ifade eder.
Farklar istatistiksel olarak Kruskal-Wallis H testi ve p degeri ile degerlendirilmistir, farklilasan

gruplar hangi gruplarin birbirinden istatistiksel olarak farkli oldugunu gésterir.

SPSS 20.0 programu kullanilarak yapilan histopatolojik analizlerde gruplar arasindaki
istatistiksel farklar ve 6nem seviyeleri One-way Analysis of Variance (ANOVA) testi ile
belirlenmistir. Coklu karsilastirmalarda Tukey Testi uygulanmistir. Anlamlilik diizeyi her
zaman %95 giiven araliginda belirlenmis olup, p degerleri su sekildedir: *, + p<0.05, **, ++

p<0.01, ***, +++ p<0.001, **** ++++ p<0.0001.
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4. BULGULAR

4.1. Makroskopik Bulgular

Resim 3°de gruplara ait mide érnekleri gorilmektedir. Kontrol grubundaki ratlarin midesi
normal anatomik ozelliklere sahiptir (Resim A). Indometazin uygulanan grupta belirgin
derecede kanamali lezyonlarla birlikte gastrik iilserin olustugu tespit edilmistir (Resim B).
Makroskopik incelemeler Lansor’un, Indometazin kaynakli hasarlara kars1 mide mukozasmi
koruyarak bu etkileri engelledigini géstermistir (Resim C). Lansor ile tedavi edilen siganlarla
karsilastirildiginda zeytin yapragi ekstresinin artan dozlari, midede belirgin bir koruyucu etki

sergilemistir (Resim E, F, G). Tablo 4’te Ulser indekslerine yer verilmistir.

Indometazin + lansor 200 zeytin
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E F

100 mg zeytin + indometazin 200 mg zeytin+ indometazin

Pikseller: 3901

400 mg zeytin + indometazin

Resim 3. Mide dokularma ait makroskopik gorntuler
Mide dokularina ait makroskopik gorintiler. A. Kontrol grubu B. Indometazin C.

Indometazin+ Lansor D. 400 mg zeytin yapragi E. 100 mg zeytin yaprag: + indometazin F. 200
mg zeytin yapragi+ indometazin G. 400 mg zeytin+ indometazin

Tablo 4. Ulser indeksi

Gruplar Ulser indeksi
(%)
Kontrol 0
Indometazin+ Lansor 0
Indometazin 5,56
400 mg zeytin yaprag 0
100 mg zeytin yapragi+ indometazin 0,89
200 mg zeytin yaprag + indometazin 0,67
400 mg zeytin yaprag + indometazin 0,83
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4.2. Biyokimyasal Bulgular

4.2.1. TNF-a Dlzeyleri

Calisma gruplarina ait TNF- o dlzeyleri Tablo 5’te gosterilmistir.

Tablo 5. TNF- o (ng/L) ve ¢alisma gruplar1 arasindaki istatistiksel farklar

TNF-a(ng/L)

Ortalama d Kruskal-WallisH p  Farkhlasan Gruplar

1 Kontrol 80,0
2 indometazin 3479
3 Indometazin+ lansor 101,8
. ) [2-1,3,4.5,6,7] [3-
4 400 mg zeytin yaprag: %0 ¢ 40.216 0.00 5,6] [4-5,6] [5-1,6,7]
[1-6] [1-7]

5 100 mg zeytin yapragi+ indometazin ~ 215,4
6 200 mg zeytin yapragi+ indometazin ~ 152,2

7 400 mg zeytin yapragi+ indometazin ~ 126,5

Tablo 5 farkl1 gruplara ait TNF-a degerleri incelendi. indometazin grubunun ortalama
TNF-a degeri diger gruplardan belirgin bir sekilde yiiksektir (347,9 ng/L). En diisiik ortalama
deger kontrol grubuna aittir (80,0 ng/L). Kruskal-Wallis H testi, gruplar arasinda TNF-a
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu ortaya koymustur (H=40,216,
p=0,00). Farklilasan gruplar analizi, Indometazin grubu ile Kontrol grubu arasinda belirgin bir
farklilik oldugunu, ayn1 zamanda Indometazin grubunun indometazin+ lansor, 100 mg zeytin
yapragi+ indometazin ve 200 mg zeytin yapragi+ indometazin gruplarindan da anlamli

sekilde ayrildigin1 gostermektedir.

1. [2-1,3,4,5,6,7]: Indometazin grubu ile diger tim gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik bulunmustur.

2. [3-5,6]: Indometazin+ lansor grubu ile 100 mg zeytin yapragi+ indometazin grubu

arasinda anlamli bir farklilik goriilmiistiir.
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3. [4-5,6]: 400 mg zeytin yapragi grubu ile 100 mg zeytin yapragit+ indometazin grubu

arasmda anlamli bir farklilik vardir.

4. [5-1,6,7]: 100 mg zeytin yapragit indometazin grubu ile 200 mg zeytin yapragi+
indometazin ve 400 mg zeytin yapragi+ indometazin gruplari arasinda anlamli

farkliliklar bulunmustur.

5. [1-6]: 200 mg zeytin yapragi+ indometazin grubu ile Kontrol grubu arasinda anlamli bir

farklilik goriilmiistiir.

6. [1-7]: 400 mg zeytin yapragi+ indometazin grubu ile Kontrol grubu arasinda anlamli
bir farklilik bulunmustur.

4.2.2. IL-1p Duzeyleri

Calisma gruplarina ait IL-1p diizeyleri Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6. IL-1P (pg/L) ve ¢alisma gruplar1 arasindaki istatistiksel farklar

IL-1B (pg/L)

Ortalama d Kruskal-WallisH p  Farkhlasan Gruplar

1 Kontrol 719,57
2 Indometazin 2312,89
3 Indometazin+ lansor 1078,51
4 400 mg zeytin yapragi 849,03 [2-1,3,4,5,6,7] [4-5]

6 37,17 000 M aire i

5 100 mg zeytin yapragi+ indometazin 1423,35
6 200 mg zeytin yapragi+ indometazin 1233,31

7 400 mg zeytin yapragit+ indometazin 1197,34

Tablo 6'da sunulan verilere gore, IL-1B seviyeleri agisindan ¢aligma gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklar tespit edilmistir. Kruskal-Wallis H testi, gruplar arasinda
genel bir farklilik oldugunu gOsterirken, post-hoc analizler spesifik gruplar arasindaki

farklhiliklar1 belirtmektedir. Ornegin, indometazin grubunun diger gruplarla karsilastirildiginda
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belirgin olarak yiiksek IL-1p seviyesine sahip oldugu gorilmektedir. Kontrol grubu ise diger

zeytin yapragi ekstresi+ indometazin gruplarina kiyasla diistik bir IL-1f seviyesine sahiptir.

1. [2-1,3,4,5,6,7]: Indometazin grubu ile diger tim gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik bulunmustur.

2. [4-5]: 400 mg zeytin yapragi grubu ile 100 mg zeytin yapragi+ indometazin grubu

arasinda anlamli bir farklilik goriilmiistiir.

3. [1-5]: 100 mg zeytin yapragi+ indometazin grubu ile Kontrol grubu arasinda anlamli bir

farklilik bulunmustur.

4. [1-6]: 200 mg zeytin yapragi+ indometazin grubu ile Kontrol grubu arasinda anlamli bir

farklilik goriilmiistiir.

[1-7]: 400 mg zeytin yapragi+ indometazin grubu ile Kontrol grubu arasinda anlamli
bir farklilik bulunmustur.

4.2.3. GSH Duzeyleri

Calisma gruplarina ait GSH diizeyleri Tablo 7’de gosterilmistir.

Tablo 7. GSH (milimolar/mg protein) ve ¢alisma gruplari arasindaki istatistiksel farklar

GSH (milimolar/mg protein)

Ortalama d Kruskal-WallisH p  Farkhlasan Gruplar

1 Kontrol 0,0006
2 Indometazin 0,0002
3 Indometazin+ lansor 0,0006
[2-1,3,4,6,7] [3-5,6]
4 400 mg zeytin yaprag 00005 6 37,015 0.00 [4-5,6] [5-1,6,7] [6-

1,71 [1-7]
5 100 mg zeytin yapragi+ indometazin 0,0002

6 200 mg zeytin yapragi+ indometazin 0,0004

7 400 mg zeytin yapragi+ indometazin 0,0005
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Tablo 7°de sunulan GSH (glutatyon) seviyelerine dair veriler, ¢esitli calisma gruplari
arasindaki potansiyel farkliliklar1 ortaya koymaktadir. Kruskal-Wallis H testi, gruplar arasinda
genel bir anlamli fark oldugunu gostermistir (p<0.05). Post-hoc analizler, 6zellikle belirli
gruplar arasindaki farklar1 detaylandirmaktadir. Ornegin indometazin grubu, kontrol grubuna
kiyasla diisiik GSH seviyelerine isaret ederken, Indometazin+ lansor grubu daha yiiksek bir

GSH seviyesine sahiptir.

1. [2-1,3,4,6,7]: Indometazin grubu ile diger tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik bulunmustur.

2. [3-5,6]: Indometazin+ lansor grubu ile 100 mg zeytin yapragi+ indometazin grubu

arasinda anlaml bir farklilik goriilmustiir.

3. [4-5,6]: 400 mg zeytin yapragi grubu ile 100 mg zeytin yapragit indometazin grubu

arasinda anlamli bir farklilik vardir.

4. [5-1,6,7]: 100 mg zeytin yapragi+ indometazin grubu ile 200 mg zeytin yapragi+
indometazin ve 400 mg zeytin yapragi+ indometazin gruplar1 arasinda anlamli

farkliliklar bulunmustur.

5. [6-1,7]: 200 mg zeytin yapragi+ indometazin grubu ile 400 mg zeytin yapragi+

indometazin grubu arasinda anlaml bir farklilik gorilmiistiir.

[1-7]: 400 mg zeytin yapragi+ indometazin grubu ile Kontrol grubu arasinda anlamli
bir farklilik bulunmustur.

4.2.4. Katalaz Duzeyleri

Caligma gruplarina ait Katalaz diizeyleri Tablo 8’de gosterilmistir.
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Tablo 8. Katalaz (U/mg protein) ve ¢aligma gruplar1 arasindaki istatistiksel farklar

KATALAZ (U/mg protein)

Ortalama d Kruskal-WallisH p  Farkhlasan Gruplar

1 Kontrol 2989,92
2 Indometazin 983,41
3 Indometazin+ lansor 2493,79
[2-1,3,4,6,7] [3-1,5,6]
4 400 mg zeytin yaprag 2600,73 6 41,054 0.00 [4-5,6,7][5-1,6,7] [1-

6] [1-7]

5 100 mg zeytin yapragi+ indometazin 1155,88

6 200 mg zeytin yapragi+ indometazin 1714,43

7 400 mg zeytin yapragi+ indometazin 2103,73

Tablo 8'deki KAT (katalaz) aktivite sonuclar1 ¢esitli calisma gruplar1 arasinda belirgin

farkliliklar1 yansitmaktadir. Kruskal-Wallis H testi, gruplar arasinda genel bir anlamli fark

oldugunu gostermistir (p<0.05). Post-hoc analizler, 6zellikle belirli gruplar arasindaki farklar1

detaylandirmaktadir. Ornegin, Indometazin grubu, kontrol grubuna kiyasla daha diisiik bir

katalaz aktivitesine isaret ederken, Indometazin+ lansor grubu ve 400 mg zeytin yaprag: grubu

daha yiiksek katalaz aktivitesine sahiptir.

1.

[2-1,3,4,6,7]: Indometazin grubu ile diger tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik bulunmustur.

[3-1,5,6]: Indometazin+ lansor grubu ile 100 mg zeytin yapragi+ indometazin ve

Kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik goriilmiistiir.

[4-5,6,7]: 400 mg zeytin yapragi grubu ile 100 mg zeytin yapragi+ indometazin ve 200
mg zeytin yapragi+ indometazin ve 400 mg zeytin yapragit+ indometazin gruplari

arasinda anlamli farkliliklar bulunmustur.

[5-1,6,7]: 100 mg zeytin yapragi+ indometazin grubu ile 200 mg zeytin yapragi+
indometazin ve 400 mg zeytin yapragi+ indometazin gruplar1 arasinda anlamli

farkliliklar bulunmustur.

[1-6]: 200 mg zeytin yapragi+ indometazin grubu ile Kontrol grubu arasinda anlamli bir

farklilik goriilmiistiir.
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[1-7]: 400 mg zeytin yapragi+ indometazin grubu ile Kontrol grubu arasinda anlamli
bir farklilik bulunmustur

4.2.5. MDA Duizeyleri

Calisma gruplarina air MDA duzeyleri Tablo 9°da gosterilmistir.

Tablo 9. MDA (Mikromolar/mg protein ve ¢calisma gruplar1 arasindaki istatistiksel farklar

MDA (Mikromolar/mg protein)

Ortalama d Kruskal-WallisH p  Farkhlasan Gruplar

1 Kontrol 0,002
2 indometazin 0,011
3 indometazin+ lansor 0,003
4 400 mg zeytin yaprag: 0,003 © 38,756 0.00 {421&132]4[2613;} {gi%

5 100 mg zeytin yapragi+ indometazin 0,008
6 200 mg zeytin yapragi+ indometazin 0,007

7 400 mg zeytin yapragi+ indometazin 0,004

Tablo 9'da sunulan MDA (malondialdehit) diizeyleri, ¢esitli ¢alisma gruplar1 arasinda
belirgin farkliliklar1 ortaya koymaktadir. Kruskal-Wallis H testi, gruplar arasinda genel bir
anlamli fark oldugunu gostermistir (p<0.05). Post-hoc analizler, 6zellikle belirli gruplar
arasmndaki farklar1 detaylandirmaktadir. Ornegin, Indometazin grubu kontrol grubuna kiyasla
daha yiiksek MDA diizeyine isaret ederken, Indometazin+ lansor grubu ve 400 mg zeytin
yapragi grubu daha diisiik MDA dizeylerine sahiptir.

1. [2-1,3,4,5,6,7]: Indometazin grubu ile diger tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik bulunmustur.

2. [3-5,6]: Indometazin+ lansor grubu ile 100 mg zeytin yapragi+ indometazin grubu

arasinda anlamli bir farklilik goriilmiistiir.

3. [4-5,6]: 400 mg zeytin yaprag: grubu ile 100 mg zeytin yapragi+ indometazin grubu
arasinda anlamli bir farklilik vardir.
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4. [5-1,7]: 100 mg zeytin yapragit+ indometazin grubu ile 400 mg zeytin yapragi+

indometazin ve Kontrol gruplari arasinda anlamli farkliliklar bulunmustur.

[6-1,7]: 200 mg zeytin yapragit+ indometazin grubu ile 400 mg zeytin yapragi+
indometazin ve Kontrol gruplari arasinda anlamli farkliliklar bulunmustur.

4.2.6. MPO Duzeyleri

Calisma gruplarina ait MPO dUzeyleri Tablo 10°da gosterilmistir.

Tablo 10. MPO (U/mg protein) ve ¢calisma gruplar1 arasindaki istatistiksel farklar

MPO (U/mg protein)

Ortalama d Kruskal-WallisH p  Farkhlasan Gruplar

1 Kontrol 0,69
2 indometazin 0,21
3 Indometazin+ lansor 0,60
[2-1,3,4,6,7] [3-5,6]
4 400 mg zeytin yaprag: 0,62 6 38,301 0.00 [4-5,6] [&[3-1,6]3,7] [1-6]
1-7
5 100 mg zeytin yapragi+ indometazin 0,18
6 200 mg zeytin yapragi+ indometazin 0,38
7 400 mg zeytin yapragit+ indometazin 0,49

10'da sunulan MPO (miyeloperoksidaz) aktivite verileri, ¢esitli calisma gruplar1 arasinda
belirgin farkliliklar1 gostermektedir. Kruskal-Wallis H testi, gruplar arasinda genel bir anlamli
fark oldugunu ortaya koymaktadir (p<0.05). Post-hoc analizler, 6zellikle belirli gruplar
arasindaki farklar1 detaylandirmaktadir. Indometazin grubu, kontrol grubuna kiyasla daha
disik MPO aktivitesine isaret etmekte, bu durum diger zeytin yapragi gruplariyla

karsilastirildiginda anlamlidir.

1. [2-1,3,4,6,7]: Indometazin grubu ile dier tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik bulunmustur.

2. [3-5,6]: Indometazin+ lansor grubu ile 100 mg zeytin yapragi+ indometazin grubu

arasinda anlamli bir farklilik goriilmiistiir.
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3. [4-5,6]: 400 mg zeytin yapragi grubu ile 100 mg zeytin yapragit+ indometazin grubu

arasmda anlamli bir farklilik vardir.

4. [5-1,6,7]: 100 mg zeytin yapragi+ indometazin grubu ile 200 mg zeytin yapragi+
indometazin ve 400 mg zeytin yapragi+ indometazin gruplari arasinda anlamli

farkliliklar bulunmustur.

5. [1-6]: 200 mg zeytin yapragi+ indometazin grubu ile Kontrol grubu arasinda anlamli bir

farklilik goriilmiistiir.

[1-7]: 400 mg zeytin yapragit indometazin grubu ile Kontrol grubu arasinda anlamli
bir farklilik bulunmustur.

4.2.7. SOD Duzeyleri

Calisma gruplarina ait SOD diizeyleri Tablo 11°de gosterilmistir.

Tablo 11. SOD (U/mg protein) ve ¢alisma gruplar1 arasindaki istatistiksel farklar

SOD (U/mg protein)

Ortalama d Kruskal-WallisH p  Farkhlasan Gruplar

1 Kontrol 33,36
2 Indometazin 10,33
3 Indometazin+ lansor 23,80
[2-1,3,4,7] [3-1,5,6]

1,71 [1-7]
5 100 mg zeytin yapragi+ indometazin 12,45

6 200 mg zeytin yapragi+ indometazin 15,38

7 400 mg zeytin yapragi+ indometazin 22,12

Tablo 11'de sunulan SOD (siiperoksit dismutaz) aktivite verileri, ¢esitli ¢alisma gruplari
arasida belirgin farkliliklar1 gostermektedir. Kruskal-Wallis H testi, gruplar arasinda genel bir
anlamli fark oldugunu ortaya koymaktadir (p<0.05). Post-hoc analizler, 6zellikle belirli gruplar

arasmdaki farklar1 detaylandirmaktadir. Indometazin grubu, kontrol grubuna kiyasla daha
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diisik SOD aktivitesine isaret etmekte, bu durum diger zeytin yapragi gruplariyla

karsilastirildiginda anlamlidur.

1.

4.2.8.

[2-1,3,4,7]: indometazin grubu ile diger tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml

bir farklilik bulunmustur.

[3-1,5,6]: Indometazin+ lansor grubu ile 100 mg zeytin yapragi+ indometazin ve

Kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik goriilmiistiir.

[4-1,5,6]: 400 mg zeytin yapragi grubu ile 100 mg zeytin yapragi+ indometazin ve 200
mg zeytin yapragi+ indometazin ve Kontrol gruplart arasinda anlamli farkliliklar

bulunmustur.

[5-1,7]: 100 mg zeytin yapragi+ indometazin grubu ile 400 mg zeytin yapragi+

indometazin ve Kontrol gruplari arasinda anlamli farkliliklar bulunmustur.

[6-1,7]: 200 mg zeytin yapragi+ indometazin grubu ile 400 mg zeytin yapragi+

indometazin ve Kontrol gruplar1 arasinda anlamli farkliliklar bulunmustur.

[1-7]: 400 mg zeytin yapragi+ indometazin grubu ile Kontrol grubu arasinda anlamli
bir farklilik bulunmustur.

GPx Duzeyleri

Calisma gruplarina ait GPx dlzeyleri Tablo 12°de gosterilmistir.

Tablo 12. GPx (U/mg protein) ve ¢alisma gruplar1 arasindaki istatistiksel farklar

GPx (U/mg protein)

Ortalama d Kruskal-WallisH p  Farkhlasan Gruplar

1 Kontrol 1,92
2 Indometazin 0,23
3 Indometazin+ lansor 1,47
[2-1,3,4,7] [3-5,6] [4-
4400 mg zeytin yaprags 1 O BB 0 SeELEL

5 100 mg zeytin yapragi+ indometazin 0,33

6 200 mg zeytin yapragi+ indometazin 0,61

7 400 mg zeytin yapragi+ indometazin 1,29
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Tablo 12'de sunulan GPx (glutatyon peroksidaz) aktivite verileri, ¢esitli calisma gruplar1
arasinda belirgin farkliliklar1 gostermektedir. Kruskal-Wallis H testi, gruplar arasinda genel bir
anlamli fark oldugunu ortaya koymaktadir (p<0.05). Post-hoc analizler, 6zellikle belirli gruplar
arasindaki farklar1 detaylandirmaktadir. Indometazin grubu, kontrol grubuna kiyasla daha
diisik GPx aktivitesine isaret etmekte, bu durum diger zeytin yapragi gruplariyla

karsilastirildiginda anlamlidir.

1. [2-1,3,4,7]: iIndometazin grubu ile diger tim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml

bir farklilik bulunmustur.

2. [3-5,6]: Indometazin+ lansor grubu ile 100 mg zeytin yapragi+ indometazin grubu

arasinda anlamli bir farklilik goriilmiistiir.

3. [4-5,6]: 400 mg zeytin yaprag1 grubu ile 100 mg zeytin yapragi+ indometazin grubu

arasinda anlamli bir farklilik vardir.

4. [5-1,7]: 100 mg zeytin yapragi+ indometazin grubu ile 400 mg zeytin yapragi+

indometazin ve Kontrol gruplar1 arasinda anlamli farkliliklar bulunmustur.

5. [6-1,7]: 200 mg zeytin yapragi+ indometazin grubu ile 400 mg zeytin yapragi+

indometazin ve Kontrol gruplar1 arasinda anlaml farkliliklar bulunmustur.

[1-7]: 400 mg zeytin yapragi+ indometazin grubu ile Kontrol grubu arasinda anlamli
bir farklilik bulunmustur.
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Tablo 13. Biyokimyasal analiz sonuglar1 ve gruplar arasindaki istatistiksel farklar

TNF- IL-1p GSH KAT MDA MPO SOD GPx
o pg/L mg/g U/mg mmol/mg  U/mg U/mg U/mg
ng/L protein  protein protein  protein  protein
indomteazin 3479 2312,89 0,0002 983,41 0,011 0,21 10,33 0,23
indometazin+ 101,8 1078,51  0,0006  2493,79 0,003 0,6 23,8 1,47
lansor
indometazin+ 101,8 1078,51  0,0006 2493,79 0,003 0,6 23,8 1,47
lansor
400 mg zeytin 96 849,03 0,0005 2600,73 0,003 0,62 27,21 1,64
yapragi
100 mg zeytin 2154 1423,35 0,0002 1155,88 0,008 0,18 12,45 0,33
yapragi+
indometazin
200 mg zeytin ~ 152,2  1233,31  0,0004 1714,43 0,007 0,38 15,38 0,61
yapragi+
indometazin
400 mg zeytin ~ 126,5 1197,34  0,0005 2103,73 0,004 0,49 22,12 1,29
yapragi+
indometazin
P<0 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05

P<0.05 gruplar arasindaki anlamli farkliliklar1 géstermektedir.

4.3. Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubundaki ratlardan izole edilen ve H&E ile boyanan mide bolimlerinin
fotomikrograflar1 Sekil 4'te sunulmustur. Kontrol ve 400 mg zeytin yaprag: ekstresi grubundan
alinan gorintilerde, mide mukozasinm normal paryetal hiicrelere sahip oldugu ve herhangi bir
patolojinin bulunmadig1 gézlenmistir (Sekil 4 A-B). Indometazin ile iilser olusturulan grupta
(IND), mide dokusunda derin ve genis alan kaplayan, siddetli Glserasyon goriilmiistiir. Bununla
birlikte, belirgin epitelyal hiicre ayrilmasi, 6dem ve inflamatuar hicre infiltrasyonu
gozlenmistir (Sekil 4-C). Indometazin+lansor grubunda mide mukozasmm normal yapida
oldugu gozlenirken (Sekil 1-D), 100 mg zeytin yapragi ekstresi+indometazin grubunda orta
dizeyde ulserasyon, epitelyal hiucre ayrilmasi, 6dem ve inflamatuar hicre infiltrasyonu

goriilmiistiir (Sekil 1-E). 200 mg zeytin yaprag: ekstresi+indometazin grubunda iyi derecede
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iyilesme gozlenmis, mide mukozasi neredeyse normal histolojik gorintu sergilemis ve Ulseratif
goruntundn belirgin sekilde azaldig goriilmistiir. Buna karsin yer yer epitelyal hiicre ayrilmasi
gozlenmistir (Sekil 1-F). 400 mg zeytin yapragi ekstresi+indometazin grubunda da ileri
derecede iyilesme goriilmiis, mide mukozasmin normal histolojik gorunti sergiledigi ve
ulseratif goruntundn belirgin sekilde iyilestigi gozlenmistir (Sekil 1-G).

KONTROL

%)
R .--Z_z é

‘?"' h
i, b ol L
S LA ARG |
b\ 4

a&,-gi'

v e
R g€

_ INDOMETAZIN '

100MG ZEYTIN YAPRAGI

400MG ZEYTIN YAPRAGI 7%
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Sekil 6.Farkli gruplardaki mide dokusunun fotomikrograflari.

A: Kontrol, B: 400 mg zeytin yapragi, C: indometazin, D: lansor+ indometazin, E: 100 mg
zeytin yapragi+ indometazin, F: 200 mg zeytin yapragi+ indometazin, G:400 mg zeytin
yapragi + indometazin. Gastrik mukoza (GM), gastrik epitel (ok bas), epitelyal hiicre
ayrilmasi (kivrimli ok), 6dem (egri ok), inflamatuar hiicre
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Skor Degeri

ko

Histopatolojik

Sekil 7. Gastrik doku histolojisinin degerlendirilmesi.

Degerler ortalama = SD (n=6) olarak verilmis ve tek yonliit ANOVA ve ardindan Tukey testi
ile analiz edilmistir. Yildiz isareti (*: p<0.05; **: p<0.001; ns: anlaml1 degil) gruplar
arasindaki istatistiksel farklar1 gosterir, p<0.05.
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5. TARTISMA

Gastik Glser, mide asidi ile peptik aktiviteye maruz kalma neticesinde gorulen,
mukozadan baslayan ve en az miskularis mukozayi icerecek sekilde olusan, sinirlar1 belli doku
kaybidir. Giinlimiizde gastrik ilser tedavisinde tercih edilen farmakolojik ajanlar arasinda
antiasitler, H. reseptdr antagonistleri ve proton pompa inhibitorleri yer almaktadir; bununla
birlikte, bu ilaglarm uzun siireli ve yiiksek dozda kullanimi, potansiyel yan etkilerin ortaya
¢tkmasima neden olmaktadir (Bi ve digerleri, 2014; Olaleye ve digerleri, 2013). Bu durum,
alternatif tedavi yontemlerine olan ilgiyi artirmaktadir. Geleneksel farmakolojik tedavilere ek
olarak, bitkisel kaynaklar, ilaglarin olasi yan etkilerini azaltarak alternatif bir tedavi secenegi

sunmaktadir. (Dharmani ve digerleri, 2005; Kumar ve digerleri, 2011).

Zeytin yapraginin tibbi kullanimi, uzun bir gegmise sahip olan ve geleneksel tipta yaygin
olarak yer alan bir uygulamadir (Barbaro ve digerleri, 2014). Zeytin agaciin farkh kisimlar1
Ozellikle Akdeniz bolgesinde, g¢esitli saglik sorunlarinin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. (Syed ve digerleri, 2022). Antik ¢aglardan itibaren, zeytin yapraginin ¢esitli
saglik yararlar1 olduguna inamilmustir (Durlu Ozkaya ve Ozkaya, 2011). Antik Yunan ve Roma
kilturlerinde, zeytin yapragmin yaralarin iyilestirilmesi, atesin diistiriilmesi ve sindirim sistemi
sorunlarinin tedavisi gibi amaglarla kullanildig1 bilinmektedir (Ben Selam ve digerleri, 2014;
Sahin ve Bilgin, 2017). Orta ¢agda, zeytin yapraginin antibakteriyel ve antifungal 6zellikleri
olduguna dair inanc¢lar yaygindi ve bu nedenle cilt enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanilmistir
(Alternative Medicine Review 2009; Benavente-Garcia ve digerleri, 2000). Zeytin (Olea
Europaea) yapragi ekstresinin antimikrobiyal, antiinflamatuvar, antioksidan aktiviteler dahil
olmak Uzere ¢ok sayida farmakolojik 6zellige sahip oldugu bir¢ok arastirmaci tarafindan ortaya
konmustur. (Owen ve digerleri, 2000; Sanchez ve digerleri, Tripoli ve digerleri, 2005; 2007;
Visioli ve digerleri, 1998; Visioli ve digerleri, 2002)._Zeytin yapragmnin terapotik 6zellikleri,
icerdigi polifenol bilesiklerine atfedilmistir. (El ve Karakaya, 2009; Talhaoui ve digerleri,
2018).

Olea Europaea yapraklari, insan sagligi iizerinde bir¢ok yararl etkiye sahip olan fenolik
bilesiklerin dogal bir kaynagidir (Soldo ve digerleri, 2024). Zeytin yapraklarindan izole edilen
kimyasal bilesikler arasinda oleuropein, ligstrosit, dimetiloleuropein, verbakozit, oleosit gibi
sekoiridoitler; vanilik, kafeik, p-hidroksi benzoik, ferulik, kumarik asit gibi fenolik asitler;

rutin, diosmetin, apigenin-7-O-rutinoside, luteolin-7,4'-O-diglukozit, luteolin-7-O-glukozit
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gibi flavonoidler; f-amirin, B-sitosterol, oleanolik asit, eritrodiol, urs-23, 3p-dihidroksi-12-en-
28-oik asit, betulinik asit, uvaol, ursolik asit ve maslinik asit gibi triterpenoidler; pinoresinol
gibi lignanlar yer almakta ve igeriginde diger baz1 6zel bilesikler de bulunmaktadir (Alesci ve

digerleri, 2021; Hashmi ve digerleri, 2015; Soldo ve digerleri, 2024).

Zeytin yapraklarmin biyolojik potansiyeli, 0zellikle oleuropein, hidroksitirozol,
verbakozit, oleuropein aglikon, ligstroside aglikon gibi fenolik sekoiridoitlerin varlig: ile
iliskilendirilmistir (Soldo ve digerleri, 2024). Oleuropein, zeytin yapragmnin aktif bir bileseni
olup guclu antioksidan etkisi ile bilinir (Dua ve digerleri, 2015). Oleuropeinin antiaterojenik,
antiviral, antiinflamatuvar, antimikrobiyal 0Ozelliklerinin oldugu bilinmektedir. Ayrica
oleuropeinin lipoprotein oksidasyonunu 6nledigi, antioksidan ve kanser dnleyici oldugu ortaya
konmustur (Gikas ve digerleri, 2007). Ulseratif kolitli farelerin diyetine 56 giin boyunca %0,25
oraninda (yaklastk 500 mg/kg/giin) oleuropein eklenmesi sonucunda inflamatuvar sitokin
salimminda azalma goézlenmis ve bagirsak yara iyilesmesi tesvik edilmistir. Bu durum,
oleuropein'in antiinflamatuvar aktivitesini ortaya koymaktadir (Giner ve digerleri, 2013). Olea
Europaea’nin ana biyoaktif metaboliti hidroksitriosoliin, dogal olarak elde edilen gii¢lii bir
antioksidan oldugu, diger yapisal alt birimi elenolik asitin ise giiglii antiviral etki gésterdigi
bildirilmektedir (Fleming ve Etchells, 1967; Renis, 1975; Saija ve digerleri, 1998). Markin ve
Duke (2003), yaptiklar1 ¢aligmalarinda, zeytin yapraginda bulunan fenolik bilesiklerin
Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Bacillus
cereus ve Vibrio parahaemolyticus gibi birgok mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal etki
gosterdigini tespit etmislerdir. GOkmen ve arkadaslarmin (2016) ¢calismalarinda, zeytin yapragi
ekstraktinin Salmonella typhimurium, Escherichia coli (0157) ve Staphylococcus aureus’a
kars1 antimikrobiyal etki gosterdigi Dbildirilmistir. Farkli ¢alismalarda, oleuropeinin
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Salmonella typhi, Vibrio parahaemolyticus ve
Staphylococcus aureus gibi bakterilerin biiylimesini baskilanabilecegi rapor edilmistir. (L4,
2016; Zoric, 2016).

Oleuropeinin antioksidan aktivitesi sayesinde mide iilserine karsi iyilestirici bir etki
sagladigini gosteren bir¢cok calisma bulunmaktadir. Yapilan bir calismada, farelerde yapilan
testlerde, %3.25 oleuropein igeren kurutulmus zeytin yapragi sulu ekstresinin intragastrik
uygulama sonrasinda aspirin kaynakli gastrik Glsere karsit belirgin bir antitilser etkinlik
sergiledigi bildirilmistir (Fehri ve digerleri, 1996). Alirezaei ve arkadaslarinin (2012) yaptigi
caligmada, sicanlarda etanol kaynakli mide iilserine kars1 uygulanan 12 mg/kg oleuropein 6n

tedavi dozunun, katalaz, glutatyon peroksidaz ve stiperoksit dismutaz aktivitelerini artirarak

64



etanoliin neden oldugu mide Ulserini 6nemli Olglide azalttigi gosterilmistir (Alirezaei ve
digerleri, 2012). Bir bagka caliymada, korozif bir etanol konsantrasyonunun neden oldugu
gastrik mukozal hasara kars1 zeytin yapragi ekstresinin (OLE) koruyucu etkisi arastirilmistir.
OLE'nin farkli dozlarda (40, 80 ve 120 mg/kg) uygulanan 6n tedavisiyle mutlak etanol ile
indiiklenen gastrik lezyonlarm anlamli sekilde azaldig1 gézlenmis ve en etkili dozun 80 mg/kg

oldugu belirlenmistir (Dekansi ve digerleri, 2009a; Dekansi ve digerleri, 2009b).

Yapilan literatiir taramalarinda zeytin yaprag: ile ilgili calismalarin daha ¢ok oleuropein
ile yapildig1 goriilmiis, antitilser etkinin diger fenolik bilesiklerle de iliskili olabileceginden yola
cikilarak, calismamizda zeytin yapragi ekstresi kullanilmistir. Calismamizda gergeklestirilen
makroskopik incelemeler sonucunda, kontrol grubunda ve 400 mg zeytin yapragi ekstresi
verilen grupta midede herhangi bir harabiyet gézlenmedi. indometazin ile birlikte verilen zeytin
yapragi ekstresinin (100 mg/kg- 200 mg/kg- 400 mg/kg) rat midesinde olusturdugu harabiyet
oranlar1 swrasiyla %0,89, %0,67 ve %0,83 olarak tespit edildi. Biyokimyasal analizler
sonucunda indometazin grubu, lansoprazol + indometazin grubu ve zeytin yapragi ekstresi
gruplari ile kontrol grubu arasimda GSH, KAT, MDA, MPO, SOD ve GPx degerleri arasinda
anlaml bir farklilik tespit edildi (p<0.05). Zeytin yapragi ekstresi uygulanan gruplarda TNF-a
ve IL-1p diizeylerinde anlamli azalma oldugu goérildu. (H=40,216, p=0,00). Bitlin parametreler
birlikte degerlendirildiginde genellikle 200 ve 400 mg/kg dozlarin koruyucu etkili oldugu en
etkili dozun 400 mg/kg zeytin yapragi ekstresi oldugu belirlendi. En yiiksek dozun uygulandigi
400 mg zeytin yapragi ekstresi grubunda herhangi bir toksik etki gorilmedi.

Abd-Allah ve digerleri (2024) tarafindan yapilan ¢alismada etanol ile indiiklenen gastrik
ulser in vivo modelinde oleuropein uygulanmasinmn IL-18, TNF-o ve TBARS
konsantrasyonlarmi azalttigi; prostaglandin E2 ve Kkatalaz enzim seviyelerini artirdigi,
goriilmiistiir. Unissa ve arkadaslar1 (2022) tarafindan yapilan ¢aligmada ise etanol kaynakl
deneysel iilser modelinde ¢ig zeytin yapragi tozunun farkl dozlarda (100, 200, 400 mg/kg)
uygulanmasimin anti-iilser etki gosterdigi ve inflamatuvar sitokinlerin (IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6
ve TNF-a) Uretiminin azaldig1 gézlemlenmistir. Anti-ulser aktivitenin en belirgin oldugu dozun
400 mg/kg oldugu ve bu aktivitenin, geleneksel omeprazol tedavisiyle neredeyse esdeger
oldugu bulunmustur. Benzer sekilde caliymamizda zeytin yapragi ekstresi ile tedavi edilen
gruplarda TNF-o diizeylerinde anlamli bir azalma goriilmistiir, bu da zeytin yaprag: ekstresinin
inflamatuvar yanit1 olumlu yonde modiile edebilecegini gostermektedir. Yine ¢alismamizda,
zeytin yapragi ekstresinin doza bagli olarak IL-1p seviyelerini azalttig1 gorilmiistiir. Bu durum,

zeytin yapragi ekstresinin inflmasyonu azaltma potansiyeline sahip oldugunu géstermektedir.
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Althaiban (2018), indometazin tarafindan indiiklenen gastrik {ilserde zeytin yapraklari
ekstraktinin antioksidan ve anti-enflamatuar etkilerini arastirmis, zeytin yapragi ekstresinin
iilser dncesi indiiksiyonunun mide iilserini azalttigimi1 ve mide mukozasmnin normal yapisini
korudugunu saptamustir. Ayrica zeytin yapragi alan siganlarda oksidatif stres parametre
diizeyleri ve proinflamatuvar sitokin diizeyleri 6nemli 6lglide azalmis ve mide antioksidan
enzim aktivitelerinde 6nemli bir artig goriilmiistiir. Althaiban ¢alismasinda 450 mg/kg zeytin
yapragi ekstresinin, 300 mg/kg ile karsilastirildiginda daha iyi bir koruyucu etkinlik
gosterdigini bildirmistir. Althaiban'in bulgulariyla uyumlu olarak, yaptigimiz ¢alismada da
zeytin yapragi ekstresinin indometazin tarafindan indiiklenen mide tlserini azalttigin ve mide
mukozasinin normal yapisini kismen korudugu gosterildi. Caligmamizda ayrica 200 ve 400
mg/kg zeytin yapragi ekstresinin, 100 mg/kg doza kiyasla daha etkili bir koruma sagladigi
belirlendi. Bu sonuclar, zeytin yapragi ekstresinin doz artisiyla daha iyi bir koruma sagladigini
gostermektedir. TNF-a, IL-1p gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin azalmasi da benzer bir sekilde
her iki calismada da ortak bir bulgudur. Bu durum, zeytin yapragi ekstresinin anti-inflamatuvar
etkilere sahip oldugunu ve indometazinle iliskili inflamasyonu modile edebilecegini

gostermektedir.

Al-Quraishy ve digerlerinin (2017) ¢alismasinda, sicanlarda HCV/etanol ile indiiklenen
gastrite kars1 zeytin yapragi ekstresinin (OLE) gastroprotektif aktivitesi degerlendirmis ve 100,
200 ve 300 mg/kg dozlarinm %75, %85 ve %99 gibi yiiksek koruma sagladigi bildirilmistir.
Ayrica, 200 ve 300 mg/kg zeytin yapragi ekstrelerinin gastrik mukus salgisini artirdigi ve
mukozal hasar lezyonlarmi hafiflettigi tespit edilmistir. Benzer olarak ¢alismamizdaki bulgular,
zeytin yapragi ekstresinin 200 ve 400 mg/kg dozunun mukozal hasar lezyonlarini hafifleterek

gastroprotektif etki gosterdigini dogrulamaktadir.

Yavas'in (2020) calismasinda, zeytin yapragmin aktif bileseni olan oleuropeinin,
indometazinle olusturulan Ulser modelinde etkili bir sekilde gastrik koruma sagladigi
belirtilmistir. OLE uygulamasinin, lipid peroksidasyon belirteci olan malondialdehit (MDA) ve
miyeloperoksidaz (MPO) seviyelerini disiirdiigii, siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon
(GSH) duzeylerini artirdigin1 ortaya koymustur. Benzer sekilde, ¢alismamizda da zeytin
yapragi ekstresinin MDA ve MPO seviyelerini diisiirdiigii, SOD ve GSH seviyelerini artirdig1
gozlemlenmistir. Her iki ¢alismadaki bulgular, zeytin yapraginmn antioksidan savunma
sistemlerine destek oldugunu ve indometazinle iligkili oksidatif strese kars1 koruyucu bir etki

sagladigimi gostermektedir.
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Kog ve digerleri (2020), indometazin ile induklenen mide tlseri izerine oleuropein ve
timolun gastroprotektif etkilerini inceledikleri arastirmalarinda OLE (50, 100, 250 ve 500
mg/kg) ve timol (50, 100, 200 ve 500 mg/kg) kullanmislardir. OLE ve timoliin 500 mg/kg
dozlarinin uygulanmasmda indometazin, 500 mg/kg timol dozu ve kombinasyon tedavi
gruplarinda artmis inflamasyon, oksidan/antioksidan dengesizlik ve apoptotik aktivitelerin
meydana geldigi, buna karsilik 50, 100 ve 200 mg/kg dozlarinda bu etkilerin gézlenmedigi
bildirilmistir. Arastirma bulgulari, yliksek doz (250 ve 500 mg/kg) OLE ve diisiikk doz timol’{in
gastrik lilser modellerinde gastroprotektif etki gosterdigini ortaya koymustur. Benzer sekilde,
calismamizda da 200 ve 400 mg/kg zeytin yapragi ekstresi verilen gruplarda pozitif
gastroprotektif etkiler gézlenmistir. Her iki calisma da zeytin yapragi ya da OLE'in yiiksek
dozlarda gastrik Ulser olusumunu 6nleme potansiyeline sahip olduguna isaret etmektedir. Musa
ve arkadaslar1 (2021) da zeytin yapragi ekstresi (OLE)'nin NSAli'lerin neden oldugu gastrit ve
mide ulserlerine kars1 potansiyel gastroprotektif etkisini vurgulamistir. Calismada 125, 250,
500 ve 10000 pg OLE kullanimistir. 1000 pg/mL konsantrasyondaki, OLE etanolik
ekstraktinin, superoksit lizerinde %45 supiirme aktivitesine sahip oldugu saptanmstir. Bununla
birlikte OLE icin maksimum hidrojen peroksit radikal stpirme aktivitesi, 1000 pg/mL
konsantrasyonunda %47 olarak belirlenmistir. Siiplirme potansiyeli, zeytin yapragi ekstresinin
fenolik igerigiyle iliskilendirilmistir.

Zeytin yapraklariin terap6étik bir ajan olarak kullanimmin metabolizma Gzerinde olumlu
etkileri oldugu bilinmektedir; ancak, bu bitkinin potansiyel toksik etkileri ilizerine yapilan
aragtirmalar smirhdir. Guex ve digerleri (2018) tarafindan yapilan bir ¢calismada Olea Europea
yapraklarmin etanolik ekstresinin (EEO) Wistar cinsi sigcanlar {lizerindeki akut ve subakut
toksisitesi incelenmistir. Akut toksisitesi i¢in 200 mg/kg EEQ; subakut toksisite i¢in farkli
dozlarda (100, 200 ve 400 mg/kg) EEO 28 glin boyunca uygulanmistir. EEO’nun tek ve
tekrarlanan dozlarinin herhangi bir toksisiteye sebep olmadigi bildirilmistir. Hiedayati ve
digerleri (2017) tarafindan gerceklestirilen calismada, BALB/c farelerine 100 ve 200 mg/kg
dozlarinda zeytin yapragi etanolik ekstresi (OLE) uygulandiktan sonra mide, karacier ve
bobrek dokularindaki histopatolojik degisiklikler incelenmistir. Bulgular, zeytin yapragi
ekstresinin mide dokularinda koruyucu etki gosterdigini, ancak 200 mg/kg dozunun karaciger
ve bobrek dokularinda toksik etkilere neden olabilecegini gdstermektedir. Benzer sekilde
calismamizda da 400 mg/kg zeytin yapragi ekstresinin mide dokusunda herhangi bir toksik

etkiye neden olmadigi tespit edilmistir.
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Bu ¢alisma ile, zeytin yapragmin zengin fenolik icerigi ile dnemli biyolojik aktivitelere
sahip oldugu dogrulanmistir. Zeytin yapragi ekstresi uygulanan gruplarda iilser indeksinin
belirgin sekilde azaldigi gozlenmistir. Indometazin ile birlikte verilen zeytin yaprag
ekstresinin (100 mg/kg- 200 mg/kg- 400 mg/kg) rat midesinde olusturdugu harabiyet oranlar
tespit edilerek zeytin yapragi ekstresinin artan dozlarinin midede belirgin bir koruyucu etki
sergiledigi goriilmiistiir. Dogal bir madde olan zeytin yapragi ekstrakti, Ulser etkilerinin

azaltilmasi ve tedavi edilmesi konusunda umut vericidir.

Zeytin yapragi ile ilgili galigmalar degerlendirildigindei zeytin yapragmnin fenolik madde
icerigi a¢isindan ok degerli bir bitki oldugu, 6nemli biyolojik aktivitelere sahip oldugu ve tlser
tedavisinde kullanilabilirligi daha iyi anlasilmistir. Yapilacak yeni caligmalarla zeytin
yapragmin daha etkili formiilasyonlarininn gelistirilip standart farmasotik formlarda
sunulmasmin bilim diinyasina katki saglayacagi disiiniilmektedir. Ancak, bu etkilerin
mekanizmasini anlamak ve klinik uygulamada kullanilabilirligini degerlendirmek icin daha

fazla ¢alisma yapilmasi gereklidir.

68



6. SONUC VE ONERILER

Bu calismayla ratlarda indometazin ile uyarilan mide iilseri modelinde zeytin yapragi
ekstresinin koruyucu etkisi degerlendirilmistir. Bu ¢aligmanin sonuglari, mide iilserlerinin
patofizyolojisinde inflamasyonun onemli bir rol oynadigmi, indometazin kullanimmnin mide
mukozasinda inflamasyonu artirarak, oksidatif stres olusturdugunu dogrulamaktadir. Ayrica
indometazin kullanimina bagh oksidatif stres ve inflamasyonun azaltilmas: i¢in antioksidan
desteklerinin kullaniminin 6nemi tekrar ortaya konmustur. Bulgularimiz, zeytin yapragi
ekstresinin, antioksidan ve anti-inflamatuvar 6zellikleri ile indometazin ile iliskili olumsuz
etkilerin 6nlenmesinde destekleyici ve mide Ulserine kars1 potansiyel koruyucu etkili oldugunu
gOstermistir. Zeytin yapragi ekstresinin gastrik Ulser Uzerindeki koruyucu ve tedavi edici
Ozelliklerinin daha iyi anlagilmasi i¢in farkli dozlarda yapilacak yeni arastirmalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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Ek 1 (ADU-HADYEK)




T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

BIiLIMSEL ETiK BEYANI

“Indometazin ile Mide Ulseri Olusturulan Ratlarda Zeytin (Olea Europaea) Yaprag:
Ekstresinin Koruyucu Etkilerinin Arastirilmasi” baslikli Yuksek Lisans tezimdeki battin
bilgileri etik davranis ve akademik kurallar ¢ercevesinde elde ettigimi, tez yazim kurallarina
uygun olarak hazirlanan bu ¢alismada, bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina
eksiz atif yaptigimu bildiririm. Ifade ettiklerimin aksi ortaya ¢iktiginda ise her tirlii yasal sonucu

kabul ettigimi beyan ederim.

Ogrencinin Adi1 ve Soyadi
Merve UYAR
18 /01 /2024
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