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ONSOZ

Inflamatuar Bagirsak Hastaligi (Inflammatory Bowel Disease, IBH), diinyada ve
ulkemizde en yaygin gastrointestinal hastaliklardan biridir. Bu kronik rahatsizlik gelismis
iilkelerde daha yaygindir ve halen tibbi tedavisi yoktur. IBH’nin etyolojisi tam olarak
bilinmemektedir. Fakat hastaligin olusmasi ve seyrinde genetik, immunolojik ve
cevresel faktorlerin etkili oldugu kesindir. IBH U(izerine yapilan calismalardan elde edilen
sonuglar, IBH temelindeki mekanizmalarin tahmin edilenlerden daha karmasik oldugunu

gostermektedir.

Resveratrol (RSV), yer fistigi, Uzlim ve dut gibi birgok bitki tiriinde bulunan ve
anti-inflamatuar, antioksidan, antitimor ve immunomodulator 6zellikleri olan dogal bir
polifenol bilesigidir. Modern ve alternatif tipta pek ¢ok hastalikta kullanilmistir. TNBS ile
olusturulmus deneysel kolit modellerinde de kolit sonras1 verilerek kolitteki iyilestirici

ozellikleri gozlenmistir.

Bu caligmada, TNBS ile olusturulmus deneysel kolit modelinde, tamami profilaktik

olarak verilmis RSV’ nin TNBS koliti lizerindeki etkilerini aragtirmak amaglanmustir.

Bu calisma, Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Biriminden

alman VTF-12024 nolu arastirma fonu ile desteklenmistir.
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1.GIRIS

Genetik, cevresel ve immunolojik faktorlerin katkida bulundugu Crohn hastaligi ve
Ulseratif Koliti de icine alan Inflamatuar Bagirsak Hastahg (IBH) kesin etyolojisi
bilinmeyen ve gastrointestinal sistemde kronik degisikliklere neden olan bir hastalik
grubudur. IBH, gelismis iilkelerde daha yaygindir ve patogenezi multifaktoryel olan bir
hastaliktir (Martin ve ark 2006).

IBH’de kolonda olusan doku hasari, nétrofil ve makrofajlarin epitel biitiinliigiinii
bozabilme etkilerinin yaninda, reaktif oksijen turleri (ROS), nitrojen metabolitleri,
sitotoksik proteinler, litik enzimler ve sitokinler gibi mediyatorleri saliverme kabiliyetine
de bagli bulunmustur (Yavuz ve ark 1999, Grisham ve ark 1991). ROS’un koliti de igine
alan bir¢ok inflamatuar hastalikta doku hasarmin gelismesinde etkisi vardir (Selve 1992,

Norris ve ark 1982, Liu ve ark 2003).

Serbest radikaller ile olusan doku hasarinin derecesi intraselliiler savunma
sistemlerinin etkinligine baglhdir. Savunma sistemleri, pek ¢ok serbest radikal
temizleyicileri (indirgenmis glutatyon (GSH)) ve enzimlerden (stiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), peroksidazlar) olusur. Bu antioksidan savunma mekanizmalart lipid

peroksidasyonunun baglamasini ve serbest radikallerin olusmasini 6nlerler (Valko 2007).

Bagirsaklarda immiin hiicresel cevabi ortaya g¢ikaran asetik asit (Terzioglu ve ark
1997), dinitroklorobenzen (DNCB) veya 2, 4, 6-trinitrobenzen sulfonik asid (TNBS) gibi
(Selve 1992, Norris ve ark 1982) ¢ok sayida bilesik tanimlanmistir. TNBS ile olusturulmus
kolit, deneysel model olarak yaygin olarak kullanilmistir ve insan IBH’sine benzerliginden

dolay1 ilaglarin etkilerini gozlemlemede bir yaklasim olarak kabul edilmistir.

Bu deneysel model, oksidatif stres ve polimorfonikleer hicrelerin mukozal
infiltrasyonuyla karakterizedir. Kolon mukozasinda TNBS, askorbat tarafindan siperoksit
anyonu (O") ve hidrojen peroksit (H,O;) verecek sekilde metabolize edilir (Southey ve ark
1997, Morris ve ark 1989, Grisham ve ark 1991).

Oksidanlara maruziyetten dolay1 koliti dnleme araci olarak vitamin E ve selenyum,
N-asetilsistein (Nosal’ova ve ark 2000), melatonin (Pentney ve ark 1995), askorbat
(Simmonds ve ark 1999), CAPE (Ek ve ark 2008) ve resveratrol’u (RSV) igine alan

degisik bir¢ok antioksidan ajan kullanilmistir.



RSV, bircok yiyecekte bulunan dogal polifenolik bir antioksidandir. Kalbi koruma,
LDL inhibisyonu, nitrik oksit tiretiminin aktivasyonu ve pihti olusumunun 6nlenmesi gibi
bircok faydalar1 bulunmustur (Bertelli ve ark 1996). RSV’nin ayrica giiglii antioksidan ve
anti-inflamatuar 6zellikleri gosterilmistir (Shigematsu ve ark 2003, Bishayee ve ark 2010,
Gagliano ve ark 2010).

Bu ¢alismada TNBS ile olusturulmus deneysel kolit modelinde, tamami profilaktik
olarak verilmis RSV’nin TNBS koliti tizerindeki antioksidan etkilerini dokudaki SOD,
CAT, GSH-Px, MPO ve MDA dzeyleri ile plazma MPO ve serum MDA duzeylerini

Olcerek aragtirmak amacglanmistir.
1.1. Inflamatuar Bagirsak Hastahg (IBH)

Inflamatuar bagirsak hastaligi (IBH), gastroinestinal kanalin kronik veya
tekrarlayan immun cevap ve inflamasyonu ile ilgili rahatsizliklar1 tanimlayan genis bir
terimdir. En yaygin iki inflamatuar barsak hastalig1 Ulseratif kolit ve Crohn hastaligidur.
Her iki hastalik da belirgin anormal immun cevapla karakterizedir. Normalde immun
hiicreler, viicudu infeksiyona karsi korumaktadirlar. Fakat iIBH’li hastalarda immun
sistem, yabanci maddeleri yakalama noktasinda barsaktaki yiyecek, bakteri ve diger
maddeleri ayirt edemeyerek barsak hiicrelerine hiicum etmektedir. Organizma bu siiregte
lokositleri kronik inflamasyonun meydana geldigi yer olan barsak duvarinin ig

tabakalarina gondermektedir (Kaymakoglu 2001).
1.1.1. Crohn Hastahg

Crohn hastaligi, potansiyel olarak gastrointestinal kanalin herhangi bir bolgesini
ilgilendiren kronik inflamasyon durumudur. Fakat genellikle ince barsak sonu ile kalin
bagirsak baglangicini  etkiler. Crohn hastaliginda, bagirsagin biitiin tabakalari
tutulmustur ve hastalikli bolimler arasinda saglikli bagirsak dokusu devam etmektedir
(Hyams 1999).

Semptomlar, inatgr devamli diyare (gevsek, sulu veya sik bagirsak hareketleri),
kramp tarz1 karin agrisi, ates ve zaman zaman rektal kanamay1 icermektedir. Istah ve
kilo kayb1 ve yaygin bir sikayet olarak da yorgunluk gozlenmektedir. Bununla birlikte,
hastalik daima gastrointestinal kanala sinirli olmayip, eklemler, goz, deri ve karacigeri

de etkileyebilmektedir. Artmis kanser riskinin, Son zamanlara kadar asil olarak Ulseratif



kolit hastalar1 i¢in s6z konusu oldugu diisiiniiliirken bu yiiksek riskin Crohn Hastalig1

hastalar i¢in de var oldugu bugiin bilinmektedir (Anonim 2012).

Crohn hastaligini tedavi etmek igin, aminosalisilatlar (5-ASA), steroidler, immun
modifikatorler (azatioprin, 6-MP ve metotrexat), antibiyotikler (metronidazol, ampisilin,
ciprofloksin ve digerleri) ve biyolojik tedavi (inflixamab) kullanilmaktadir. Crohn
hastalarinin 2/3-3/4’1 cerrahi tedavi almak zorunda kalmaktadirlar. Crohn hastalarinda

ilaglar semptomlar1 kontrol edemedigi zaman cerrahi tedavi gerekli olmaktadir

(Rutgeerts 1998, Sutherland ve ark 1991)
1.1.2. Ulseratif Kolit

Ulseratif kolit kalin bagirsaga sinirli kronik gastrointestinal bir hastaliktir. Ulseratif
kolit bagirsagin biitiin tabakalarini etkilemeyip, sadece esit ve siirekli bir dagilimda olacak
sekilde kolonun iist tabakalarini etkilemektedir. Diskilama genellikle kanli ve kramp tarzi
karmn agris1 ve tenezm (bagirsak hareketi i¢in ciddi sikisma) ile birliktedir. Diyare yavas
veya oldukg¢a ani baglayabilir. Yorgunluk, istah ve kilo kayb1 yaygindir. Ciddi kanama
vakalarinda anemi meydana gelebilmektedir. Ayrica, deri lezyonlari, eklem agrisi, g6z
inflamasyonu ve karaciger hastaliklar1 birlikte goriilebilmektedir. Ulseratif kolitli cocuklar

gelisme ve biiylime yetersizligi gosterebilmektedirler (Hildebrand ve ark 1994).

Ulseratif kolit semptomlar1, hastalarin rahatsizlik duymadiklar1 ve oldukc¢a uzun
olan alevlenmeler arasi remisyon dénemleri ile gitme egilimi gosterirler. Ulseratif kolitin
komplikasyonlari Crohn hastaligindan daha az gorilir. Komplikasyonlar, derin
tilserasyonlardan kanama, barsak perforasyonu, ciddi abdominal siskinlik ve normal ilag
tedavilerine hasta cevabinin yetersizligini igerir. Ulseratif kolitli hastalar kolon kanseri igin
yuksek risktedirler (Stenson 1999)

Ulseratif koliti tedavi etmek igin kullanilan 4 ana sinif ilag, aminosalisilatlar (5-
ASA), steroidler, immun modifikatorler (azatioprin, 6-MP ve metotrexat), antibiyotikler
(metronidazol, ampisilin, ciprofloksin ve digerleri) dir. Ulseratif kolitli hastalarin 1/4 -
1/3’linde, tibbi tedavi tamamen basarili degildir ve komplikasyonlar ortaya
cikabilmektedir. Bu sartlar altinda cerrahi tedavi diisiiniilmektedir. Cerrahiden sonra
tekrarlayabilen Crohn hastaliginin tersine iilseratif kolit kolon uzaklastirildiginda tedavi
edilmis olup, tekrarlamaz (Anonim 2012).



1.2. iBH Epidemiyolojisi

Herhangi bir yasta meydana gelebilmesine ragmen, IBH baslamasi en sik 15-30
yaslarinda goriilir. Vakalarin yaklasik %10’u 18 yasindan geng bireylerdir. Crohn
hastalig1 kadinlarda daha fazla gortiltirken, Ulseratif kolit erkeklerde kadinlara gére daha
sik goriilmektedir. IBH, diger irk ve etnik gruplara gére beyaz ik ve Askenazi
Yahudilerinde daha fazla meydana gelmektedir. Gegmiste, IBH’nin beyazlarla
karsilastirildiginda etnik veya irksal azinliklarda daha az meydana geldigi diisiiniiliiyordu
fakat daha once kaydedilen irksal ve etnik farkliliklar azalmakta gibi gorinmektedir
(Loftus 2004).

Crohn hastaliginin ve Ulseratif kolitin siklik ve yaygmligi hakkinda kesin bilgi,
tanida bir altin standardin olmayisi, tutarsiz vaka tespitleri ve yanlis siniflandirmalar
yliziinden smirli olmaktadir. Mevcut veriler, Crohn hastaliginin diinya ¢apinda 0,1-
16/100000 kisi siklik ve 396/100000 kisi prevalans gosterdigini belirtirken, iilseratif
kolitin diinya c¢apinda 0.5-24.5/100000 kisi’lik bir siklik goésterdigini bildirmektedir
(Lakatos 2006).

IBH etyolojisi bilinmemekle beraber genetik, immunolojik ve cevresel
faktorlerin etkili oldugu diistinlilmektedir; IBH hastaligi i¢cin en biiyiik gorece risk,
birinci derece akrabalar arasinda bulunur. Bu da gii¢lii bir genetik komponenti Onerir.
Sigara icme en ¢ok dikkat geken cevresel faktorlerden biridir. Ulseratif kolit eski igici ve
hi¢ igmeyenler arasinda yaygin iken, Crohn hastalif1 sigara icenler arasinda daha
yaygindir. Spesifik olarak IBH ve sosyoekonomik faktdrler arasindaki iliskiyi inceleyen
ABD disinda yapilmis 3 c¢alisma vardir. Sonnenberg (1989) calismasinda, her iKi
hastaligin mavi yakali (fabrika iscileri) mesleklerle karsilastirildiginda, beyaz yakali
(bliro memurlar1) mesleklerde daha yaygin oldugunu bulmustur. Bernstein ve ark (2001)
Crohn hastalig1 ve Ulseratif kolitin sosyo-ekonomik diizeyi yiiksek gruplarda daha az
yaygin oldugunu bulurken, Li ve ark (2009) hastane bazli bir ¢alismada spesifik meslek
hastalig1 ve IBH arasinda kiiciik bir iliski bulmuslardir.

IBH gelismis ilkelerde daha yaygindir. Anlamli derecede kuzey gliney
varyasyonu vardir ve sehir toplumlarinda tasra bolgelerine gore daha siktir. Bu
gozlemler, sehirlesmenin hastaligin olusumuna katkida bulunan bir faktér oldugunu akla

getirmektedir. Diyette degisiklikler, sigara igme, giines 1s18ina maruz kalmada



degisimler, hava kirliligi ve endiistriyel kimyasallar gibi hayat tarzindaki degisikliklerin

IBH olusumunu artirdig ileri siiriilmiistiir (Hanauer 2006).

Ispatlanmamis olmakla beraber, diyet, oral kontraseptifler, perinatal ve cocukluk
infeksiyonlar1 veya atipik mikobakteriyel infeksiyonlar gibi diger faktdrlerin de IBH nin

ortaya ¢ikisinda bir rol oynayabilecegi ileri siirtilmistiir (Feldman ve ark 2006).

NOD?2 geni (Nucleotide-binding oligomerzation domain-containing protein 2) iKi
CARD (Caspase recruitment domain-containing protein) alam1 ve LRR (leucine-rich
repeats)’ye sahip bir protein kodlar. Protein asil olarak periferik kan lokositlerinde
yapilip salinir. Bazi bakterilerde bulunan muramil dipeptidi taniyarak ve NF-kB
proteinini aktive ederek immun yanitta rol oynar. Bu gendeki mutasyonlar Crohn

hastalig1 ve Graft-versus-host hastaligi ile iliskilidirler (Kufer ve ark 2006).

Abraham ve ark (2009) NOD2 ve iBH ile ilgili ¢alismalarinda, sadece NOD2
yolunun bozuk regiilasyonunun, intestinal inflamasyonu tamamiyla uyarmak igin
yetersiz olabilecegini ve NOD2 mutasyonu tasiyan hastalarda Crohn hastalig1 gelismesi

icin bagka ilave katkida bulunan faktoérlerin gerekli oldugunu bildirmislerdir.
1.3. Kolit Modelleri

Etyolojide ilgili faktorlerin genis ¢esitliligi, insanlarmm genetik heterojenitesi ve
kompleks gen-gen ve gen-cevre etkilesimleri, IBD nedenlerini agiga ¢ikarmayr daha da
zorlastirmaktadir. Bu yiizden giiniimiizde IBD hakkinda anladiklarmzin cogu iyi
tanimlanmis hayvan modelleri lizerindeki sistematik ¢alismalardan gelmektedir (Borm ve
Bouma 2004).

1.3.1. In vitro Modeller

Gastrointestinal kanal, sadece sindirim ve besin emilimi ile ilgili olmayip aym
zamanda dis ortama kars: fiziksel ve immunolojik bariyer saglayan bir¢ok farkl hiicre igerir.
Bu hiicrelerin herhangi birindeki eksiklik asirt mukozal inflamasyona yol acabilir. Bu
nedenle bdyle kompleks bir sistemin in vitro kolay taklid edilemeyecegi sdylenebilir
Bununla birlikte, belli bir zamanda sadece bir hiicre tipini ¢alismakla IBH’yi ilgilendiren
hiicresel mekanizmalarin spesifik yonleri arastirilabilir. Ayrica, in vitro modeller yeni ilag
tedavilerinin toksisite ve etkinlik testlerinde giivenle kullanilabilmektedir (Borm ve Bouma
2004).



1.3.1.1. Primer Kulturler

Primer kiiltiirler, kolorektal doku Ornegi ve ya endoskopi sirasinda alman
biyopsilerden elde edilebilir. Bu kiltlrler, barsakta mevcut hiicre populasyonlarinin ayni
kombinasyonunu igerme avantajina sahiptir ve bundan dolay1 in vivo durumu temsil eder.
Bununla birlikte, onlarin in vitro yasatilmalar1 zordur ve genellikle sadece birkag giin yasarlar

(Buset ve ark 1986).
1.3.1.2. Hucre Hatlan (Cell lines)

Genellikle karsinomalardan elde edilen barsak epiteline benzeyen ¢esitli hiicre hatlar
ticari olarak mevcuttur. IBH arastirmalarinda ¢ok sik kullanilan hiicre hatti kolorektal
karsinoma hucrelerinden elde edilen ve ince barsak kolumnar epiteline benzeyen CaCO,
hiicre hattidir (Fogh ve ark 1977). Epitelyal hiicre hatlari, ila¢ tedavilerinin farmakokinetik
ve toksisite ¢alismalarina uygulanabilir. Hiicre hatlarinin kullanimindaki sakinca, hiicre
pasajlan sirasinda hiicrelerin doku karakteristiklerini kaybetmesi ve mukozal immunite ile

ilgili diger hiicre tipleriyle etkilesimin olmamasidir (Borm ve ark 2004).
1.3.2. In vivo Modeller
1.3.2.1. Uyanrilmus (Induced ) Modeller

En ince detaylariyla calisilmis modeller, eksojen kolitojenik bir maddenin
uygulanmasiyla kolitin uyarilmasimi kapsar. Genelde, bu modeller, mukozal biitiinliigli gecici
olarak bozan bir maddenin uygulanmasini gerektirir. Bu da, kolitojenik komponentlerin

mukozal immun sisteme girmesine izin verir.

IBH’nin ilk modellerinden birinde tavsanlar ovalbuminle sensitize edilmistir. Sonra
kolonik epitelyal bariyer, formalin’in rektal uygulanmasiyla bozulmustur. Bunu antijenin
tekrar uygulanmasi izlemis ve bu sekilde birgok yonleriyle iilseratif kolite benzeyen gegici
bir inflamasyon elde edilmistir (Kraft ve ark 1963).

IBH’de kronik inflamasyonun nedeni, normal mukozal mikroflorada antijenlere
gosterilen toleransin ortadan kalkmasindan kaynaklanmaktadir. Bugiin bilinen hemen hemen
tiim modellerde, hayvanlar germden arindirilmis (germfree) sartlarda tutulduklart zaman
inflamasyon olmadig1 i¢in, bu nonpatojenik luminal floranin varligi, inflamasyon gelismesi

i¢in bir 6n sarttir. Domuzlardaki ilk ¢alismalarda, hayvanlar Bacteroides vulgatusla infekte



edildigi zaman carrageenan verilmesi ile cekal iilserayonlar gelisirken, uyarici ajan
carrageenanin  germfree hayvanlarda iilserasyonlar1 provake etmedigi gosterilmistir
(Onderdonk ve ark 1983).

HLA-B27 transgenik ratlar, geleneksel sartlar altinda barindirildiklart zaman,
spontandz barsak, eklem ve deri inflamasyonu gelistirirler. Bununla birlikte, germfree
(mikroorganizmadan yoksun) sartlarda tutulduklart zaman bu hayvanlarda intestinal
inflamasyon goriilmemistir. Ratlarin antibiyotiklerle tedavisi inflamasyonun siddetini
azaltmistir. Bu bulgular insan IBH’sindeki bulgulara benzerlik gostermesine ve bu sahada
cok ayrintili arastirmalar olmasma ragmen, bugiine kadar hicbir spesifik patojenik
mikroorganizma insan IBH’sine yatkmlikla iliskilendirilememistir (Taurog ve ark 1994,
Rath ve ark 2001).

TNBS ile olusturulan kolit modeli, deneysel periyodun kisa olmasi, ¢ok az miktarda
madde gerektirmesi ve ¢esitli deney hayvanlarinda kolit olusturmas: ve insan IBH’sine

benzerligi gibi avantajlar1 nedeniyle tercih edilmektedir.

TNBS koliti, etanolde ¢6ziinmiis TNBS hapteni ile olusturulan ve uyardigi hiicresel
immunite ile barsaklarda kronik inflamasyon ve (lserasyonlara neden olan bir kolit
modelidir. TNBS koliti konusunda Jursus ve ark. (2004), mukozal bariyerin etanol ile
ortadan kaldirildigin1 ve sonrasinda doza bagimli olarak tilserasyon ve inflamasyon
gelistigini ileri stirmiistiir. Zhou ve ark. (2006) Ulserasyon ve barsak duvarinda
kalinlagsmanin yaklasik 8 hafta kadar devam ettigini bildirmistir. Bu nedenle TNBS koliti,
kronik kolit igin uygun bir modeldir. Fakat akut inflamasyon i¢in de kullanilmigtir (Martin
ve ark 2004).

Histolojik olarak mukoza ve submukozada polimorfonikleer I6kositler (PMNL),
makrofaj, lenfosit, bag dokusu, mast hiicreleri ve fibroblastlardan olusmus inflamatuar
cevap mevcuttur. TNBS kolit modelinde mukozal 6dem, kanama odaklari, segmental
tilserasyon ve nekrotik alanlar yaygin olarak goriilmektedir (Zhou ve ark 2006, Morris ve
ark 1989).



1.3.2.2. Defektif T Hiicre Aracih Kolit

Defektif T hiicre aracili kolitte organizma genellikle, mukozal antijenlerle
karsilasmada inflamatuvar cevap vermez, ama onun yerine negatif regulatér T hiicre cevabi
verir. Viicudun yabanci maddelere karsi savunma mekanizmalarryla reaksiyon verme
eksikligi olan anerjinin uyarilmasi veya antijen spesifik T hiicrelerinin delesyonu olan bu
fenomenon oral tolerans olarak bilinir. Bu fenomenon ilk defa 1960’larin sonlarinda Halpern
ve ark tarafindan bildirilmistir. Bu arastirmacilar ¢alismalarinda, ratlar1 6li veya canli E.coli
ile immunize etmeden 6nce, bu ratlar E.coli ile beslemenin kolit gelismesini 6nleyebildigini
gostermiglerdir. Son zamanlarda, zararsiz antijenlere immun cevabi azaltmayla ilgili ¢esitli

farkl1 regulator hiicreler tespit edilmistir (O’Garra ve ark 2004).

Bu regulator hiicrelerin fonksiyonu veya gelismesindeki defektler mukozal
inflamasyona yol agmaktadir. Gergekten, IBH’nin rat ve fare modellerinin sasirtict derecede
cok sayisinda regulatér T hiicre defekti izlenebilir. Bu konuda dikkat g¢ekici bir 6rnek,
regiilatdr hiicreleri eksik dogal (daha 6nce hi¢ antijene maruz kalmamis) (CD45RB™) T
hiicrelerin transferiyle, ciddi kombine immun yetmezlikli (SCID) farede olusturulan ve daha
sonra regiilator T hiicre alt populasyonlarni igeren matiir (CD45RB") T hiicrelerinin
kotransferiyle dnlenen mukozal inflamasyondur. Simdiye kadar, insan IBH’sinde regtilator
T hiicre fonksiyonundaki anormallikleri izlemek ¢ok zor olmustur. Bu yiizden bu bulgunun
anlam ve gecerliligini tespit etmek icin daha ileri ¢alismalarin gerekli oldugu bildirilmistir

(Ogura ve ark 2001).
1.3.2.3. Spontan Modeller

Uclincti bir kategori, mukozal inflamasyonun spontan modellerini igerir. Bu kategori
iki ilgili alt kategoriye ayrilabilir: Bir gen defektinin veya bir transgenin uygunsuz mukozal
immun cevaba neden oldugu modeller ve spontan olarak mukozal inflamasyon gelistiren

hayvanlardir.

Spontan olarak inflamasyon gelistiren hayvanlarin en dikkat ¢ekici 6rnegi tilseratif
kolite benzer kolit gelistiren cotton-top tamarin tirl maymundur (Watanabe ve ark 2004).
Bu hayvanlar yeni ilag¢ tedavilerinin etkinligini test etmek icin teorik olarak muikemmel
modellerdir. Fakat etik ve pratik engeller vardir. Diger bir model, terminal ileumda kronik

intestinal inflamasyon gelistiren SAMP1/YitFc farelerdir. Olusan ileit, terminal ileumda



aralikli transmural inflamatuar lezyonlarla insan Crohn hastalifina cok benzerlik tasir

(Mahler ve ark 1999).
1.4. Serbest Radikaller
1.4.1. Serbest Radikallerin Tanim

Molekiillerdeki atomlar uzayda bir yer kaplarlar ve bu kapladiklar1 yere orbital adi
verilir. Her orbitalde biri saat yonunde digeri de tersi yonde hareket eden iki elektron
bulunur. Eger bir orbitalde yalnizca bir adet elektron bulunuyorsa buna eslesmemis elektron
denir. Serbest radikal ise dis orbitalinde tek sayida eslesmemis elektron tasiyan, elektrik
yukli veya yuksuz olabilen atom veya molekullerdir. Kimyasal formullerde bu elektron bir
nokta ile (OH ) gosterilir (Cotran ve ark 1994, Halliwell 1996).

Serbest radikaller organizmada normal metabolizma sirasinda olustugu gibi, gesitli
dis etkenlerin etkisiyle de olusmaktadir. Ozellikle reaktif oksijen tirleri, kimyasal ve
radyasyon yaralanmalari, oksijen ve diger gaz yaralanmalari, hiicre yaslanmasi, fagositik
hicrelerle mikrobiyal 6ldirme, inflamatuar hasar ve makrofajlarla timor destriiksiyonu gibi
pek ¢ok olay sonucu olusurlar (Nakazawa ve ark 1996). Cok kisa yasam siireli, ancak
yapilarindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok aktif yapili olan serbest radikaller, tim hicre
bilesenleri ile etkilesebilme 6zelligi gosterirler (Halliwell 1996, Nakazawa ve ark 1996).

Serbest radikaller organizmada mitokondrinin yani sira hiicrelerin  tim
fraksiyonlarinda zara bagli veya serbest halde bulunan pek ¢ok enzimin katalizledigi
reaksiyonlar sirasinda olusmaktadir. Bunlar arasinda mikrozomal karma fonksiyonlu
oksidaz sistemi, sitoplazmada ksantin oksidaz, hiicre zarmma bagli NADPH oksidaz ve
lipoksigenazlar gibi enzimlerin kataliz ettigi reaksiyonlar sayilabilir (White ve Heckler
1990, Angel ve ark 1987).

Canli sistemlere zararli ve faydali olabildikleri i¢in, normal hiicre metabolizmasi
urtinleri olan reaktif oksijen (ROS, 6rnegin siiperoksit) ve nitrojen (RNS, 6rnegin nitrik
oksit) tdrlerinin, dual bir rol oynadiklar1 kabul edilmistir (Valko ve ark 2006). ROS ve
RNS normal olarak ¢ok siki kontrol edilen enzimler (NADPH oksidaz ve NO sentaz
(NOS)) tarafindan iiretilirler. Mitokondriyal elektron transport zinciri, NAD(P)H veya
NOS’un asir1 uyarilmast sonucu ROS/RNS’in asir1 iiretimi; membranlar, lipidler,

proteinler ve DNA’y1 i¢ine alan hiicre yapilarina zarar veren oksidatif ve nitrozatif strese



neden olur. Biyolojik sistemlerde bu zararli etki, ROS/RNS’in asir1 iiretimi yaninda
antioksidan sistemin yetersizligi sonucu da meydana gelir. (Kovacic ve Jacintho 2001,
Ridnour ve ark 2005, Valko ve ark 2001).

Zararli etkilerinin tersine ROS/RNS’in faydali etkileri, diisiik konsantrasyonlarda
meydana gelir ve infeksiy0z ajanlara karsi savas, hiicre sinyalizasyon yolarinda gorev ve
mitozun uyarilmasi gibi durumlara kars1 hiicresel cevaplarda fizyolojik rolleri ilgilendirir.
Enteresan bir sekilde, degisik ROS aracili olaylar, gercekte hiicreleri ROS’la uyarilan
oksidatif strese karsi korur ve redox homeostazisini tekrar saglar ve strdrrler. Gittikce
artan deliller, hicre igindeki ROS’un kanser hicrelerinin onkojenik dzelliklerini uyaran ve
strddren intraselliler sinyalizasyon kaskadlarinda ikincil haberci gibi rol oynadigini
gosterdigi gibi, ayn1 zamanda, hiicresel yaslanma ve apoptozisi uyararak anti-timorojenik

bir ajan gibi gorev yapabildigini de gostermektedir (Droge 2002).

Aerobik organizmalarda yagamin siirdiiriilebilmesi igin oksijene mutlak gereksinim
vardir. Solunan oksijenin % 95 ’inden fazlasi mitokondrilerde ATP seklinde enerji
olusumunda kullanilirken, yaklasik % 5’ide oldukca toksik ROS’lara doniismektedir
(Cantiirk ve Sayek 2005).

Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi ile O, radikali, iki elektron alarak
indirgenmesi ile hidrojen peroksit (H,O,) olusur. Ugiincii elektron ilavesi ile yiiksek
derecede reaktif OH" radikali olusur. Doérdlnci elektron ilavesi ile de su olugmaktadir
(White ve Heckler 1990, Angel ve ark 1987).

Serbest radikallerin olusumu:

0,+e+ H" — HO, Hidroperoksil radikali
HO, —H" + 0O," Siiperoksit radikali
0,"+e +2H"—> H,0,  Hidrojen peroksit
H,O,+e —» OH + OH  Hidroksil radikali
OH +e +H" — H,0

1.4.2. Serbest Oksijen Radikali Olusumuna Neden Olan Kaynaklar

Serbest oksijen radikallerinin olusumunda iki 6nemli kaynak rol oynamaktadir

(Ceyhan ve ark 1996):

A) Endojen olarak serbest oksijen radikali olusumuna neden olan kaynaklar;
10



-NADPH oksidaz, lipooksijenaz, prostaglandin sentetaz gibi plazma membrani enzimleri,

lipid peroksidasyonu vs.
- Ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz gibi enzimler ve hemoglobin.
- Hiicre mitokondriumunda yerlesmis bulunan elektron transport sistemi.
Intoksikasyon, iskemi, travma vb durumlara bagli olarak meydana gelen oksidatif stres

-Tioller, katekolaminler, hidrokinonlar, flavinler, tetrahidroproteinler, antibiyotikler gibi

kiicuk molekdllerin otooksidasyonu.

-Niikleus membrani ve endoplazmik retikulumda bulunan elektron transport sistemleri
(sitokrom p-450).

-Kloroplast elektron transport sistemi.

-Fagositik hiicrelerin  aktivasyonu sonucunda ortaya c¢ikan solunumsal patlama

(respiratory burst).
- Peroksizomlarda bulunan enzimler.
- Yaglanma.
B) Eksojen olarak serbest oksijen radikali olusumuna neden olan kaynaklar;
- Iyonizan ve non iyonizan radyasyon.
- Is1 soku.
- Antineoplastik ajanlar.
- Alkol, uyusturucu gibi bagimlilik yapan maddeler.

- Stres; streste kan katekolamin dlzeyi armakta ve bunu sonucunda artan

katekolaminlerin oksidasyona ugramasi ile radikal {iretimi artmaktadir.

Anestezik maddeler, aromatik hidrokarbonlar, solventler, hiperoksi, hava kirliligi, sigara

dumanu, pestisitler vs.

- Giines 15181
1.4.3. Serbest Radikallerin Smiflandirilmasi

Aerobik metabolizmasi olan memelilerde serbest radikaller baslica oksijenden

tiremektedir (Cizelge 1.4.3). Ancak organizmada oksijen tiirevi serbest radikaller disinda
karbon ve kiikiirt merkezli radikaller de olusmaktadir (Uysal 1998).
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Cizelge 1.4.3. Serbest Radikaller

Oksijen Merkezli Serbest Oksijen Merkezli Olmayan Radikal Olmayan
Radikaller Serbest Radikaller Reaktif Turler

Molekuler Oksijen Karbon Merkezli Ozon O4
Uclii (triplet) durum %0, Lipid Radikalleri L- Hidrojen Peroksidler
Tekli (singlet) durum *O, Alkil Radikalleri R- Hidrojen Peroksid H, O,
Stperoksit Radikali O,-- Sulfar Merkezli Lipid Peroksidleri LOOH
Hidroksil Radikali OH - Sulfur Radikalleri R-S- Hipoklorik asit HOCI
Perhidroksi Radikali HO,- Hidrojen Merkezli Kloraminler R’RNCI
Alkoksi Radikali RO - Hidrojen Atomu + H-
Peroksi Radikali ROO - Demir Merkezli

Perferil Radikalleri Fe*3-0,-Fe*?

Azot Merkezli

Nitrik Oksid NO-

Nitrojen Dioksid NO2

1.4.4. Serbest Radikal Cesitleri
-Superoksit Radikali
Hemen tim aerobik hiicrelerde oksijen molekuline bir elektronun transfer edilmesi

(oksijenin indirgenmesi) ile siperoksit serbest radikal anyonu (O, ") olusmaktadir.

O, +e —_— 0O,

Bu radikalden spontan ya da enzimatik dismitasyon ile, ikinci bir ara trtiin, H,O; olusur:
02"+OZ'_+2HJr — H0, +05

Demir (Fe) ve Bakir (Cu) gibi gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasi

bakimindan da onemlidir :
Fe " +0, o Fe ™ + 0,
Cu*+0, & Cu*? +0,

Superoksit radikali biyolojik dokulara direkt olarak fazla zarar vermez. Asil 6nemi

H.O, kaynagi olmasi ve ge¢is metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir (Greenwald
1991).
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Stiperoksidin, fizyolojik bir serbest radikal olan NO ile birlesmesi sonucu reaktif bir
oksijen tirevi olan peroksinitrit (ONOQO?) meydana gelir. Boylece NO'in normal etkisi
inhibe edilir. Ayrica, peroksinitlerin dogrudan proteinlere zararli etkileri vardir ve azot
dioksit (NO>), hidroksil radikali (OH") ve nitronyum iyonu (NO; ) gibi daha baska toksik

tirtinlere doniistirler (Grace 1994).
O; + NO —» ONOO

Stiperoksit radikali, ortam pH ’sinin diisiik oldugu durumlarda bir proton alarak daha
reaktif olan perhidroksil radikaline (HO2) donisiir. Ancak, ortam pH’s1 fizyolojik
siirlarda iken olusan perhidroksil formu %1’in altindadir (Greenwald 1991).

-Hidrojen Peroksit (H,O,)

H,0, normal olarak her aerobik hiicrede bulunur. Hiicre solunumu sirasindaki gesitli
metabolik islemler ve oksidatif stres sonucunda dretilir (Fridovich 1978). H,0,
membranlardan kolayca gecebilen uzun 6mirll bir oksidandir. Biyolojik sistemlerde
hidrojen peroksidin asil Gretimi stiperoksidin dismutasyonu ile olur. ki O, Molekilu iki
proton alarak H,O, ve molekiiler oksijeni olustururlar (Akkus 1995):

O+ 26+ 2H —» H,O,
20 + 2H" ——» H,0, +0;

H,0,, bir serbest radikal olmadig1 halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer ve serbest
radikal biyokimyasinda onemli bir rol oynar. Cinkii O, ~ ile reaksiyona girerek, en
reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturmak {izere
kolaylikla yikilabilir. Ultraviyole isinlart ile kolaylikla pargalanabilmektedir. H,O,

enzimatik olarak katalaz ve glutatyon peroksidaz ile non-enzimatik olarak da piruvat ve

gecis metal iyonlarinin katalizledigi fenton reaksiyonu ile parcalanarak zararsiz hale

getirilir (IARC 1999).
-Hidroksil Radikali (OH")

OH’, H,O,’nin gecis metallerinin varliginda indirgenmesiyle meydana gelir. Bu

reaksiyona Fenton reaksiyonu adi verilir:
Fe "+ H,0,— Fe ™ + OH + OH
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H.O, ile O, reaksiyona girerek hidroksil radikaliniolusturur. Bakir veya demir

iyonlar1 varliginda gerceklesen bu reaksiyona Haber-Weis reaksiyonu adi verilir:
O, + H,0; +H" — 0, + H,O +OH

Suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda da

hidroksil radikali olusur:
H,O — H+OH
Ayrica H,O; nin ultraviyole 1s1gina maruz kalmasi ile de OH™ olusabilir:

Enerj(UV)
H.0, » 20H

>

Hidroksil radikali; son derece reaktif biroksidan radikalidir. Yarilanma émri cok
kisadir. Olustugu yerde biiyiik hasara sebep olur(Akkus 1995). Reaktif oksijen tirlerinin
en guclustdar ve lipit peroksidasyonunda rol oynar. Yag asitleri ve tiyoller gibi
molekdllerden proton kopararak tiyil radikalleri, karbon merkezli organik radikaller,

organik peroksitler gibi yeni radikallerin olusmasina yol agar (Kog 2007).
Singlet (*O,)

Bu molekiil gercekte bir serbest radikal degildir. Ancak serbest radikal
reaksiyonlar1 esnasinda iiretilmesinden dolay1r serbest oksijen radikalleriyle birlikte

degerlendirilen reaktif oksijen tirudir (Akkus 1995).
Karbon Merkezli Radikaller (R")

Biyolojik bir molekili okside edici bir serbest radikalin etkilemesi sonucunda
olugmaktadirlar. Bu biyolojik molekiiller, protein, karbonhidrat, lipid veya niikleik asit
olabilir. Bu radikaller, ilgili peroksil radikallerini (ROO’) olusturmak fiizere oksijen
molekili ile ¢ok hizli bir sekilde birlesirler. Ayrica bu peroksil radikalleri, alkoksil
radikallerini (RO") olusturan reaksiyonlara da katilabilmektedir (Wright ve ark 2009).

Nitrik Oksit:

NO hemostatik olaylarda ve organizmanin savunma mekanizmalarinda otokrin ve

parakrin etkisi olan bir aracidir. Makrofajlar, notrofiller, hepatositler ve endotel hiicreler
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tarafindan iretilir. En 6nemli fonksiyonu viicudun ¢esitli dokularinda interlkin-1 ve

sitokinlerin etkilerine paralel bir islev gormesidir (Aktan ve Yalgin 1998).

Tiimor hiicrelerini, parazitleri, bakteri ve mantar hiicrelerini 6ldiirmede gorev alir.
Ancak yiiksek seviyelerde normal hiicreler lizerinde toksik etkisi vardir. O, anyonlar ile
inaktiflesir ve SOD enzimi ile korunur. Bu bakimdan serbest radikal tutucu olarak kabul
edilse de uygun ortamlarda stiperoksit ile glgli bir oksidan olan peroksinitriti olusturur.
Diisiik pH'da duragan degildir. Spontan olarak pargalanarak hidroksil radikali ve nitrojen
oksit olusur (Greenwald 1991, Grace 1994).

1.4.5. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Serbest radikaller etkilerini hiicre i¢in hayati 6nem tasiyan DNA, protein ve yaglara

kars1 gosterirler.

Hicrelerin membranlarinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitleri okside edici serbest
radikaller tarafindan kolaylikla etkilenebilmektedirler. Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif
hasar1 lipid peroksidasyonu (LPO) olarak da adlandirilmaktadir. LPO sonucunda hiicrede
kendiliginden devam eden zincir reaksiyonlar1 baslamaktadir. Oksidasyon sonucunda
olusan peroksil radikalleri (LOO’) bir sonraki doymamis yag asidini okside ederek yeni
zincir reaksiyonlar1 baglatirlar. Zincirleme reaksiyonlar sonucunda hidroperoksitler
(LOOH) olugmaktadir. Hidroperoksitler de daha zararhi radikal 6zelligi olan tiirlere,
Ozellikle aldehitlere cevrilirler. (Akkus 1995).

Aldehitlerin ¢ogu biyolojik olarak aktiftirler ve lipid hidroperoksitler parcalandigi
zaman olusurlar. Bunlardan en c¢ok bilineni ‘hidroksialkenoller’dir ve bu da 4-
hidroksinonenal iiyesidir (Bu bilesikler, olustuklar1 yerden diffiize olup hiicrenin diger

kisimlarina giderek hasara neden olabilmektedirler( Esterbauer ve ark 1991, 1988).

LPO sonucunda membran yapisinda bulunan kolesterol ve yag asitlerinin doymamus
baglar, serbest radikallerle reaksiyona giren peroksidasyon irlinleri olusturarak

membranda bazi degisikliklere yol agarlar. Bunlar kisaca (Long ve Bielski 1980),

1-) LPO sirasinda meydana gelen lipit hidroperoksitleri biyomembranlar {izerindeki

enzimleri inhibe ederler.

2-) Membran iizerindeki yag asidi miktarinda azalma meydana gelir.
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3-) Membranin yap1 taglarindan olan yaglarin akiskanligini bozar.

4-)Tiyol gruplarin1 oksidasyona ugratarak membran iizerindeki protein—lipid

iligkisini bozar.

5-) LPO sonucu olusan serbest radikaller membran disinda da ¢esitli molekiillerde

bozulmalara sebep olurlar.

LPO zincirleme bir reaksiyondur ve lipid hiperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil
bilesiklere doniismesiyle sona ermektedir. Bu bilesiklerden sonuncusu olan Malondialdehit
(MDA) miktar1 tiyobarbitiirik asit ile dl¢iilmekte ve bu yontem lipid peroksit diizeylerinin
saptanmasinda siklikla kullanilmaktadir (Uysal 1998).

1.4.6. Protein ve Niikleik Asitlerde Meydana Gelen Yapisal Degisiklikler

Poliansatiire yag asitleri serbest radikal etkilerine duyarli olmalarina karsin protein
ve nukleik asitler bu zararli etkilere karsi daha direnglidir. Bunun baslica sebebi, siddetli
hasar olusturucu zincir reaksiyonlarinin protein ve niikleik asit molekiillerinde gerceklesme
thtimalinin ¢ok zayif olmasidir. Radyasyon biyologlarinca da gosterildigi gibi, eger serbest
radikaller DNA molekiiliine ¢ok yakin bir bdlgede meydana geliyorsa, okside edici
radikaller tarafindan DNA molekiilii kolaylikla hasara ugratilabilmektedir. Proteinlerde
oldugu gibi hizli zincir reaksiyonlarinin olma ihtimali ¢ok azdir (Akyol 1994).

Sulfir ve doymamis bag igeren tirozin, triptofan, histidin, fenilalanin, sistein,
metionin gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler.
Proteinlerde olusan hasar sonucunda protein fragmantasyonu ve agregasyonu olusabilir.
Bunun neticesinde hiicresel fonksiyonlarda bozukluklar ve enzim aktivitelerinde

degisiklikler meydana gelebilir (Freeman ve Crapo 1982).

1.4.7 Serbest Radikallerin Antimikrobiyal Aktivitede Etkisi (MPO-Hidrojen
Peroksid —Halid Sistemi) :

Aktive olmus makrofajlar, nétrofiller ve eozinofillerde fagositik solunumsal patlama
sirasinda ¢esitli serbest radikaller olusur. Fagositik lokositler opsonize mikroorganizmalar,
C5a kompleman faragmani, 16kotrien B4, bakteriyel orijinli N-formil oligopeptitler gibi
partikiler ya da c¢ozlinebilir bir uyariciyla uyarildiklarinda lizozomal komponentleri

disartya vermeye baslarlar ve reaktif oksijen metabolitlerinin olusumuyla birlikte
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mitokondri disinda oksijen tiiketiminde bir patlama (solunumsal patlama) gosterirler.
Fagosite edilmis bakteri, solunumsal patlama firiinlerinin etkisiyle oldiiriilir. Ancak bu
oksidan friinler hiicrelerin antioksidan savunma giiclerini astifinda normal konak

hiicrelere zarar verirler ve ¢esitli hastaliklarin patogenezinde rol oynarlar(Akkus 1995).

Fagositlerin uyarilmasi, heksoz monofosfat sant1 yoluyla glukozun oksidasyonunda
artisa yol agar. Solunumsal patlama sirasinda elektron vericisi olarak NADPH kullanilir ve

molekdler oksijenin (O2) superoksit radikaline (O2-—) indirgenmesi sonucu NADP+

uretimi artar ve heksoz monofosfat yolu aktive olur (Segal ve Abo 1993).
Notrofil ve monositler, primer lizozomal grandllerinde bir hem enzimi olan MPO

icerirler. Notrofiller; kompleman fragmanlari, HO, reaktif oksijen radikalleri, ve sitokinler
tarafindan aktive edilirler. Dokuya gelen aktive l6kositler MPO, elastaz, proteaz, kollojenaz,
laktoferrin ve katyonik proteinler gibi enzimleri agiga ¢ikarirlar. Bu enzimler hem dokudaki
hasar1 arttirir, hem de daha fazla radikal olusmasina neden olur. inflamasyon durumunda
MPO ekstraselliiler ortama salinir. Bu nedenle nétrofil birikiminin gostergesi olarak MPO

aktivitesinin 6lctulmesi duyarli bir testtir (Krawisz ve ark 1984).

MPO aracilikli antimikrobial sistem, ¢esitli bakteri, mantar, virus, mikoplazma, ¢ok
hlcreli organizmalar ve memeli hiicrelerine karsi etkilidir. MPO ¢esitli bilesikleri okside
edebilen bir enzim substrat kompleksi olusturmak igin substrati olan hidrojen peroksit ile
birlesir. MPO, H202 ile ClI, I, Br gibi iyonlarin oksidasyonunu katalize eder. Bu reaksiyon
sonucu, cesitli yollarla mikroorganizmay1 etkileyebilen hipoklorik asit (HOCI) gibi toksik

ajanlar meydana gelir ve bunlar hicre 6limune yol agar ( Hampton ve ark 1998).
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Sekil 1.4.7 MPO’ nun etki mekanizmas1 (Hampton 1998).
1.4.8. IBH Patogenezinde Serbest Radikallerin Rolii

Doku iskemisinin Ulseratif kolit patogenezindeki rolu ilk defa Grisham ve Granger
(1988) tarafindan ortaya konulmustur. Strese bagli olarak sempatik sinir sisteminin
aktivasyonu sonucu kolon kan akiminin azalmasi, bagirsak ksantin oksidaz enziminin
aktivasyonuna neden olmaktadir.Bunun sonucunda da ortama bir dizi ROS
serbestlenmektedir. Stperoksid radikali (O2-), hidroksil radikali (OH-), hidrojen peroksid
(H202) ve hipoklorik asit (HOC;) gibi ROS‘lar hem mikrovaskiler ve mukozal
gecirgenligi arttirmakta hem de kolon epitelinin u¢ kisminda bulunan miisin tabakasini
bozarak mukozal bariyeri ortadan kaldirmaktadirlar. Buna bagli olarak, bakteri {irinleri ve

fagositik 16kositlerin daha derin bagirsak tabakalarina gegisleri kolaylasmaktadir.

IBH’de inflamatuar reaksiyon, kolonda polimorfoniikleer lokosit infiltrasyonu ile
karakterizedir. Bircok deneysel kolit modelinde (Higa ve ark 1997, Carter ve Wallace
1995) ve IBH’de (Hallgren ve ark 1989) aktive olmus nétrofillerin ve makrofajlarin varhig
gosterilmistir.  Kolonik inflamasyonda 0Ozellikle ndtrofillerin - bol miktarda ROS

dretiminden sorumlu olduklart gosterilmistir (Wallace ve ark 1998). Bu bulgu, farkli

18



deneysel kolit modellerinde anti-ROS ajanlarina bagl olarak hasar derecesindeki azalma
ile de desteklenmis (Keshavarzian ve ark 1990) ve inflamasyonlu dokuda ROS artisi ile
inflamasyonun siddeti arasinda pozitif korelasyon oldugu saptanmistir (Keshavarzian ve
ark 1999). Ulseratif kolitli hastalardan alinan biyopsi 6rneklerinde ROS kaynaginin

notrofiller oldugu kemiliiminisans yontemi ile gosterilmistir (Sedghi ve ark 1993).
1.5. Antioksidanlar

Serbest radikallerin zararli etkilerine karsi organizmada Kkoruyucu mekanizmalar
vardir. Bu mekanizmalarm bir kismu serbest radikal olusumunu bir kismu ise, olusmus serbest
radikallerin zararh etkilerini 6nlemektedir. Bu islevi yapan maddelerin timine birden genel
olarak antioksidanlar denir (Ames ve ark 1993, Frei 1994, Halliwell ve Gutteridge 1990).

Antioksidanlar etkilerini farkli mekanizmalarla gosterirler (Halliwell ve Gutteridge
1990, Yanbeyi 1999 ).Bunlar;
1) Lokal oksijen konsantrasyonunu azaltarak ,
2) Hidroksil radikallerini temizleyip lipid peroksidasyonunun baslamasini énleyerek,

3) Gegis metal iyonlarmi baglayip etkisizlestirerek peroksitlerin alkol gibi nonradikal

urtinlere dontsumunde etkin rol oynarak,
4) Zincir reaksiyonlarina neden olan tiim radikallerle reaksiyona girip zinciri kirarak,
5) Peroksitleri radikal olmayan Urtinlere cevirerek,

6) Membran lipitlerini giiglii sekilde etkileyerek peroksit olusturan singlet oksijeni
temizleyerek.

Antioksidanlar intraselliiler ve ekstraselltler olmak Uzere iki grupta incelenir.
Eksojen ve endojen kaynakli olarak ikiye ayrilarak da bir siniflama yapilabilecegi gibi

fonksiyonlarina gore de;

1) Radikallerin dokudaki etkilerini dnleyen enzimatik olmayan antioksidanlar (E vitamini,
ubikinon, retinoikasit, glutatyon, trat )

2 )Radikal olusumunu 6nleyen enzimatik antioksidanlar (SOD, katalaz, metal selatorler ve
glutatyon peroksidaz) olarak ikiye ayrilabilirler (Halliwell ve Gutteridge 1990, Yanbeyi
1999).
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En belirgin dzellikleri okside olan substratlara oranla ¢cok daha az konsantrasyonlarda
bile, substratin oksidasyonunu geciktirmeleri ve inhibe etmeleridir (Halliwell ve Gutteridge
1990).

Koruyucu mekanizmalar

(Metal gelatasyonu ile olugan
ROS Oretiminin dnlenmesi) Fiziksel savunmalar
Tamir Mekanizmalan (Biyolojik alanlann
(DNA-tamir enzimleri) A stabilizasyonu, sterik interferans)
Oksidatif Strese Karsi

Savunma Mekanizmalari |

v

Antioksidan savunma

Antioksidan Enzimier
Direkt etid edenler Dusuk Molekiil Agirhikh Antioksidanlar : :
‘sm- m* m) [ {m} Imllek‘ etki eden DMJ

—

l l l

Atk Urtinler Hilcrede sentezienenler Diyet kaynakh
Orik asit Histidin di-peptitier: Tokoferoller, karotenier,
Kamozin, homokamozin askorbik asit
Glutatyon

Sekil 1.5. Oksidatif hasara kars1 koruyucu mekanizmalar ve antioksidan sistem (Ames ve
ark 1993)

1.5.1. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar (Radikal tutucular):
Glutatyon (GSH):

Metabolizmada 6nemli rol oynayan glutatyon, bir tripeptid (gamaglutamil

sisteinilglisin) olup bircok hiicrede bulunmaktadir. Glutatyon, genetik bilgiye gerek
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olmadan karacigerde sistein, glisin ve glutamattan sentezlenebilir. Glutamat, sisteine gama-
karboksil aracilig1 ile baglanir. Molekiiliin aktif kismu sisteinin siilfidril grubudur. Gama-
glutamil kismi hiicre igin stabiliteyi ve peptidazlara direnci saglamaktadir. Glutatyon,
hiicre zarinda aminoasitlerin tasinmasinda rol alir ve koenzim olarak enzim yapisina girer.
Glutatyon, peroksit ve serbest radikallerle reaksiyona girerek onlar1 zararsiz {iriinlere
cevirir. Ayrica, proteinlerdeki sulfidril (-SH) gruplarmi da indirgenmis halde tutarak
onlarin okside olmasini engeller (Akkus 1995).

B karoten, E vitamini, C vitamini, seruloplazmin, transferrin, (ribin, albimin,
glukoz, pirtvat, taurin, sistein, hemoglobin oksidanlar1 ve melatoninin de serbest radikaleri

baglayici ve temizleyici etkilerinin oldugu bilinmektedir (Akkus 1995).
1.5.2. Enzimatik Antioksidanlar
1.5.2.1. Superoksit Dismutaz (SOD)

SOD, bir metalloenzimdir. Aslinda tek bir enzim degil, bir enzim grubudur.
Oksijeni metabolize eden butin hicrelerde bulunur. SOD, McCord ve Fridovich(1969)
tarafindan bulunmustur ve slperoksidin hidrojen perokside doénusimi reaksiyonunu

katalizler.
O,-- + Oy + 2HY — H,0,+ O,

SOD, bu reaksiyonda hem oksidan hem de reduiktan olarak hareket eder. Oksijen
radikalleriyle olusan hasara kars1i SOD, CAT ve glutatyon enzim sistemiyle birlikte ¢alisan
bir savunma mekanizmasidir. Boylece olusan hidrojen peroksit, katalaz veya glutatyon
peroksidaz enzimleri tarafindan su ve oksijene indirgenmektedir. Peroksit radikalinin
dismutasyonu ile olusan hidrojen peroksit doku i¢in biyolojik avantaj saglar. SOD’un
gbrevinin aerobik organizmalari, siiperoksidin zararli etkilerine karsi korumak oldugu

sanilmaktadir (Akkus 1995).

Bu enzim grubunun okaryot canlilarda, canlida bulundugu bolgeye gore degisiklik
gosteren {i¢ farkli izoformu tespit edilmistir. Eger enzim ekstraselliiler alanda bulunuyorsa
ekstraselliler SOD (ec-SOD), sitoplazma icerisinde bulunuyorsa sitoplazmik SOD (Cu,
Zn-SOD) ve mitokondride bulunuyorsa mitokondriyal SOD (Mn-SOD)’dur (Fan ve ark
1999). Hiicrenin sitoplazmasinda bulunan Cu, Zn-SOD’un molekil agirhigi 32.000
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daltondur. Iki alt iinitesi bulunan bu SOD izoformunun bir iinitesinde Cu atomu, diger

Unitesinde ise Zn atomu bulunmaktadir (Akkus 1995).

Hicrenin mitokondrisi iginde bulunan Mn-SOD ise 23.000 dalton agirligindadir ve
iki alt biriminden her birisi bir Mn atomu igermektedir. Bu birimlerdeki Mangan atomlari
+3 degerliklidir. Enzimin bu izoformu prokaryotlarin sitozoliinden elde edilebilmektedir.

[lk olarak Keele ve ark (1970 ) tarafindan yilinda izole edilmistir.
1.5.2.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimi ilk defa Siddons ve Mills (1981) tarafindan
memeli eritrositlerinde gosterilmistir. GSH-Px enzimi de, bir metal olan selenyumu
yapisinda bulundurdugu i¢in metalloenzim grubunda degerlendirilir. Spesifik hidrojen
verici olarak glutatyonu kullanir. Eritrositlerde ve diger dokularda, rediikte glutatyon
(GSH) ’un okside glutatyon (GSSG) haline doniistiigii reaksiyonda hidrojen peroksidi
yuksek spesifite ile suya indirger. Okside glutatyon daha sonra, glutatyon rediktaz
enziminin katalizledigi reaksiyon ile NADPH harcanarak tekrar rediikte glutatyon haline
dontstirilir (Halliwell ve ark 1999; Halliwell 1974). Bu enzim, aym sekilde lipid
peroksitlerinin indirgenmesini de katalizler (Halliwell 1994). Boylece membran lipidlerini
ve hemoglobini, peroksidlerin oksidasyonuna karsi korur. Hidrojen peroksitin Ozellikle
diisiik konsantrasyonlarda bulundugu durumlarda, peroksi radikallerine afinitesi katalazdan
daha fazladir (Halliwell 1974). Reaksiyon su sekildedir:

2GSH + H,0,~> GSSG + 2H,0

NADP* G5H H20:2
GR GSH-Px

NADPH G556 H=0

Sekil 1.5.2.2 Glutatyonun okside ve rediikte formlar1 arasindaki dOniisiimii.
(GSH=Rediikte glutatyon, GSSG=0kside glutatyon, GSH-Px=Glutatyon peroksidaz,
GR=Glutatyon rediiktaz, H,O,=Hidrojen peroksit)
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1.5.2.3. Glutatyon Reduktaz

Okside haldeki glutatyonun, indirgenmis glutatyona doniisiimiinii katalizler.
Boylece, rediikte glutatyon kullanan antioksidan enzimlerin rediikte glutatyon ihtiyacin
karsilayarak indirekt yolla antioksidan etki gostermektedir. Glutatyon rediiktaz, bir flavin
enzimidir ve koenzimi NADPH ve prostetik grubu FAD’dir. Hem sitozol hem de
mitokondride bulunmaktadir. Okside glutatyon hiicreyi antioksidanlara kars1 koruyamaz.
Hiicre, elektron kaynagi olarak NADPH’1 kullanan glutatyon rediiktazin katalizledigi bir
reaksiyon ile indirgenmis glutatyonu tekrar olusturur. NADPH, hidrojen peroksidin
indirgenmesinde indirekt olarak elektronlar1 saglar. Olusan NAD" ise Glukoz 6-fosfat

dehidrogenaz enzimi yardimiyla NADPH’ a dondisttrtlir (Montgomery 1996).
GSSG + NADPH + H"— 2GSH + NADP*

1.5.2.4. Katalaz (CAT)

CAT, her biri ferriprotoporfirin grubu igeren dort alt iiniteden olusmustur.
Ferriprotoporfirin, prostetik grubunda +3 degerlikli Fe atomu bulunan protoporfirin 1X
halkasidir. Dolayisiyla bu haliyle, dort hem proteini iceren bir hemoproteindir. Kan, kemik
iligi, karaciger, bobrek ve miikdoz membranlarda en yiiksek, destek dokularda ise en diisiik
seviyede bulunmakla birlikte hemen hemen bitiin memeli hiicrelerinde bulunur (Chance ve
ark 1979). Enzim dokularda baslica mitokondri ve peroksizom partikiillerine bagli olarak
bulunmaktadir. Buna ek olarak endoplazmik retikulumda ve sitoplazmada da aktivite
gostermektedir. Katalaz, iki hidrojen peroksit molekilinden birini elektron vericisi,
digerini de elektron alicis1 olarak kullanarak direkt olarak su ve oksijen meydana getirir

(Aebi 1984).

Bu enzimin aktivitesi, ortamdaki hidrojen peroksit konsantrasyonunun c¢ok fazla
arttig1 durumlarda belirgin olarak artar. Ortamdaki H,0, konsantrasyonunun diisiik oldugu
hallerde ise hidrojen peroksiti substrat olarak kullanan diger antioksidan enzimler
(glutatyon peroksidaz gibi) devreye girerek hidrojen peroksiti ortamdan uzaklastirirlar
(Agar ve ark 1986). Ayni etkileri gosteren katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri, hiicre
icindeki yerlesim ve etki yerleri bakimindan farklilik gostermektedirler. Katalaz enzimi
peroksizomlarda daha etkin iken, GSH-Px enzimi baslica sitozol ve mitokondride daha

etkindir. Katalaz enziminin katalizledigi reaksiyon su sekildedir:

2 H202 > 2 H20+02
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1.5.2.5. Glutatyon-S-transferaz

Bu grup enzimler, elektrofilik ve hidrofilik bilesiklerin glutatyon ile etkilesimlerini
saglayarak, hiicresel makromolekiilleri reaktif elektrofillere karsi koruyan Faz-ll
detoksifikasyon enzim ailesidir. Ilk kez sican karacigerinde Boyland ve arkadaslari

tarafindan tanimlanmustir (Hayes ve ark 2005).

Glutatyon-S-transferazlar (GST) Kkataliz reaksiyonlarinda GSH’in niikleofilik
atagin1 kataliz ederler. Ayrica oksidasyon {iriinlerinin veya eksojen toksik maddelerin,
viicuttaki makromolekiiller ile birlesmesini Onleyerek, hiicre komponentlerine zarar

vermeden atilmasina aracilik ederler (Stevens ve ark 1998).

GST’lerin indirgeme 6zelligi, membran bilesenlerini lipit peroksidasyonlarindan
korur. GST’ler herbisid, pestisid, antikanser ilaclar, kimyasal kanserojenler ve cevresel
kirlilikler gibi elektrofilik ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda da 6nemli bir role
sahiptir (Gyamfi ve ark 2004).

1.5.2.6. Mitokondrial Sitokrom Oksidaz

Superoksit radikali in vivo olarak baslica mikrozomal ve mitokondrial elektron
transport sistemlerinde Uretilmektedir. Mitokondrial elektron transport sisteminde normal

sartlarda bir O, molekiiliine 4 elektron aktarilarak 2 molekiil su olusturulur (Akkus 1995).
40, + 4H" + 4e” > 2H,0

Sitokrom oksidaz, bu elektronlanmis oksijen molekiillerini kendi aktif merkezinde
sikica tutarak bu elektronlarin ortama sizmasini engeller. Elektron sizintisini 6nleyerek
ortamdaki diger molekiillerin oksidasyona ugramasima engel olmasindan dolay1

antioksidan etkisi vardir denilmektedir (Akkus 1995).

24



1
NAD(P)H oxidases

xantrene oxdase
O“‘"ﬁ""’

hypoxanthing
sclriiihing xanthina
Unc Aokl

0'; SOD

mitochondria
DNA
/dnmag&
- :Llpl;m: N ‘OH
NADPH+H®
LH
6
0, /
- E
Lipid peroxidation process 'ﬂ LO Lipid peroxidation
3 \ procoss
e\ - CeHy, R
clisation . .
e 18 o 15 \‘ 0.
- isafion
e = e
: 19 malondialdehyde f-hydroxyacrolein C.H,; R
mmiEl Ki *
G0 D?.*‘H
Fe’*
16 =Scission
H,0

/ / Adenine ""“‘“" *m%nal
ITL o5

i &
N o e
dacayR =3
MG ¢ fi; (:lﬂ Aj:(
i LA dooxyR M,C

Sekil 1.5.2.6 ROS olusum yollari, lipid peroksidasyonu ve oksidatif stres yonetiminde
GSH ve diger antioksidanlarin (Vitamin E, Vitamin C, lipoik asid) rolt (Valko,
2007).
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Sekil 1.5.2.6

Reaksiyonl: Siiperoksit anyon radikali, NAD(P)H oksidaz ve ksantin oksidaz aracili molekiiler
oksijenin indirgenmesi veya mitokondrial elektron transport zincirinin semi-ubiquinone bilesigi
gibi redoks reaktif bilesikleriyle non enzimatik olarak olusturulur.

Reaksiyon 2: Stiperoksit radikali siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan hidrojen peroksite (H,O,)
dismute edilir (ayn1 anda oksidasyon ve rediiksiyona ugratilir).

Reaksiyon 3: H,O,, elektron vericisi olarak glutatyon (GSH) isteyen glutatyon peroksidaz (GPx
veya GSH Px) enzimi tarafindan etkili bir sekilde temizlenir.

Reaction 4: Okside glutatyon (GSSG), elektron vericisi olarak NADPH’1 kullanan glutatyon
reduktaz (GRed veya GR) tarafindan geri GSH’a indirgenir.

Reaksiyon 5: Bazi gegis metalleri (6rn. Fe2+, Cu+ ve digerleri), H,O,'i reaktif ‘OH radikaline
dondstiiriir (Fenton reaksiyonu).

Reaksiyon 6: ‘OH radikali, poliansatiire yag asidinden (LH) bir karbon merkezli lipid radikali(Le)
olusturmak tizere bir elektron ¢ekebilir.

Reaksiyon 7: Lipid radikali (Le), bir lipid peroksil radikali (LOOe) vermek uzere molekuler
oksijenle daha fazla etkilesebilir. Sonucta olusan lipid peroksil radikali (LOO-¢) antioksidanlarla
indirgenmezse, lipid peroksidasyon sureci meydana gelir (Reaksiyonlar 18-23 ve 15-17).

Reaksiyon 8: Lipid peroksil radikali (LOO¢®) membran iginde Vitamin E’nin indirgenmis formu (T-
OH) tarafindan indirgenir. Bu da bir lipid hidroperoksit ile bir Vitamin E radikalinin (T-Oe)
olusumunu netice verir.

Reaksiyon 9: Vitamin C ile Vitamin E’nin rejenerasyonu: Vitamin E radikali (T-Oe), geride
askorbil radikali (Asce) birakacak sekilde askorbik asit (askorbatin fizyolojik formu askorbat
monoanyon AscH-) tarafindan Vitamin E’nin indirgenmis formuna (T-OH) geri indirgenir.
Reaksiyon 10: GSH tarafindan Vitamin E’nin rejenerasyonu: Okside Vitamin E radikali (T-O¢)
GSH tarafindan indirgenir.

Reaksiyon 11: Okside glutatyon (GSSG) ve askorbil radikali (Asce—), daha sonra kendiliginden
lipoik aside (ALA) doniisen dihidrolipoik asit (DHLA) tarafindan geri GSH ve askorbat
monoanyona (AscH-) indirgenir.

Reaksiyon 12: NADPH kullanarak ALA’dan DHLA ’nin rejenerasyonu.

Reaksiyon 13: Lipid hidroperoksitler, elektron vericisi olarak GSH’1 kullanan GPx (veya GSH Px)
tarafindan alkollere ve dioksijene indirgenir.

Lipid peroksidasyon prosesi: Reaksiyon 14: Lipid hidroperoksitler, lipid alkoxil radikalleri (LOs)
olusturmak iizere Fe2" ile hizla reaksiyona girebilir veya lipid peroxil radikalleri (LOOs)
olusturmak iizere Fe3" ile hizla reaksiyona girebilir.

Reaksiyon 15: Ornegin, aragidonik asitten elde edilen lipid alkoxil radikali (LO«) alt1 iiyeli halka
hidroperoksit olugturmak iizere cyclisation (siklizasyon) reaksiyonuna ugrar.

Reaksiyon 16: Alt1 iiyeli halka hidroperoksit, 4-hidroxi-nonenal olusturmak iizere kesme, bolme ve
ayirmayi i¢ine alan daha ileri reaksiyonlara girer.

Reaksiyon 17: 4-hidroxinonenal; zararsiz glutathiyl adduct’a (GST, glutathione S-transferase)
sunulur (adduct=birlikte yan yana olan).

Reaksiyon 18: Yag asidinin i¢ kisminda lokalize bir peroksil radikali, karbon merkezli bir radikale
bitigik siklik bir peroksit olusturmak iizere siklizasyonla reaksiyona girebilir. Reaksiyon 19: Bu
radikal daha sonra ya hidroperoksit olusturmak tizere (reaksiyon gésterilmemistir) indirgenir ya da
bicyclic peroksit (daha sonra dioksijenle birlesen ve yapisal olarak endoperoksite analog bir
molekiil veren bir indirgenmeye tabi olan) olusturmak iizere ikinci bir siklizasyona gidebilir.

Reaksiyon 20: Olusan bilesik, malondialdehid (MDA) iiretimi igin bir ara {iriindiir. Reaksiyonlar
21, 22, 23: MDA sirastyla M1C, M1A ve M1G adduktlarini (ilgili bazlarla olusan {irlinler) vermek
tizere DNA bazlart sitozin, adenin ve guanin ile reaksiyona girebilir.
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1.6. Resveratrol (RSV)

Polifenoller; antosiyanin, fenolik asit, ligand, flanovoidler ve stilbenleri iceren
genis bir antioksidan sinifidirlar. Polifenoller bitkilerin sekonder metabolitleridir ve bitki
polifenolleri radikal yok ediciler olup ¢ok etkili antioksidanlardir. Bu bilesiklerin hepsi
fenilalanin’den sentezlenirler ve reaktif hidroksil gurubu ile aromatik bir halka tasirlar
(Pazourek ve ark 2005).

Flavonoidler, bitkilerdeki polifenolik sekonder metabolitlerin en genis ve yaygin
grubunu olusturur. Yosunlardan angiospermlere kadar bitkiler aleminin her boélimiinde
yaygin olarak bulunmaktadirlar ve genis fonksiyonlar1 bulunur. Ornegin; cigekler,
meyveler ve tohumlar i¢in pigmentasyonun saglanmasinda, tohum dagiticilar ve
tozlastiricilar gekici Ozelligin saglanmasinda, ultraviyole 1s1ga kars1 korumada, patojenik
mikroorganizmalara kars1t bitki savunmasinda, bitkilerde verimlilik ve polen
cimlenmesinden bagka bitki-mikrop etkilesimlerinde sinyal molekili olarak rol oynarlar
(Koes ve ark. 1994)

Fitoaleksinler grubu, flavonoidlerin alt gruplarindan biridir. Fitoaleksinlerin sentezi
bitkilerde aktif savunma mekanizmalarindan birini kapsamaktadir.  Stilbenler,
fitoaleksinlerin birgok sinifindan birini temsil ederler (Serazetdinova ve ark 2005).
Stilben’in alt sinifi iginde 3, 5, 4- hidroksistilben i¢in yaygin olarak RSV terimi kullanilir.

RSV’nin cis ve trans formlari mevcuttur.

HO

OH

OH
trans-resveratrol cis-resveratrol

Sekil 1.6. RSV’nin trans ve cis izoformlar:

RSV, antitrombositer ve antiinflamatuar 6zellikleri olan, biyokimyasal ve fizyolojik
olaylarda rol alan dogal bir polifenol fitoaleksin’dir (trans 3, 4, 5- trihidroksi stilben) (Bertelli
ve ark 1996). i1k olarak Polygonum cuspidatum kuru koklerinde bulunmustur ve geleneksel
olarak Cin ve Japonya’da alternatif tipta antiinflamatuar etken madde olarak kullanilmistir.
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RSV (trans-3, 5, 4’- trihidroksistilben), yer fistig1, Uzm, dut ve kizilcik gibi yaklasik 70
bitki tlriinde bulunur ve Gzimiin kabuk kisminda yiiksek orandadir (Signorelli ve Ghidoni
2005, Burns ve ark 2002, Rimando ve ark 2004, Creasey ve Coffee 1988, Romero-Perez ve
ark 1999).

1.6.1. Resveratrolin Metabolizmasi

Butlin trans-resveratroller insanlar tarafindan oral olarak alindiginda emilimleri
yuksek olmasma karsin hizli sekilde metabolize edilmesi ve atilmasindan dolay1
biyoyararlanimi diisuktir. Saglikli bireyler tarafindan alindiginda plazmadaki maksimum
pik araligina 30-60 dakika arasinda ulasir (Walle ve ark. 2004). Maksimum pike ulastiktan
sonra 2 um/l izeyinde seyreder. Ozellikle kalp, kar aciger ve bobrekte asir1 miktarda
birikmektedir (Goldberg ve ark. 2003, Meng ve ark. 2004). Daha ¢ok glukozit-resveratrol
(piceid) iceren UzUm suyunun biyoyaralanimimin trans-resveratrole gore daha diisiik

olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Meng ve ark. 2004).
1.6.2. Resveratroltin Biyolojik Etkileri

Bir¢ok ¢alismada, RSV’nin cAMP olusumunu arttirdigi (EI-Mowafy ve Alkhalaf
2003), protein kinaz C (Atten ve ark 2001, Woo ve ark 2004) ve siklooksigenaz aktivitesini
azalttig1 (Shin ve ark 1998) ve eikosanoid olusumunu sinirladigi gésterilmistir (Shin ve ark
1998, Jang ve Pezzuto 1998).

Fransizlarda yiiksek yagli beslenmeye ragmen koroner kalp hastaliina diisiik
oranda rastlanilmas1 Fransiz paradoksu olarak adlandirilmis ve kirmizi sarap tiiketiminin

dolayistyla RSV tiiketiminin fazla olmasina baglanmistir (Kopp 1998).
RSV’nin etki mekanizmalar1 ve biyolojik faydalari iizerindeki ¢alismalarda;
1) RSV’nin kardiyovaskiiler faydali etkilere sahip oldugu bildirilmistir. Bu etkilerin;
1) LDL oksidasyonuna kars1 koruma saglamasina (Frankel 1993).
i) Perfuze edilmis kalpte adenozin olusumunu arttirarak koroner akisi arttirmasina
(Hung ve ark 2004, Gresele ve ark 2008, Rakici ve ark 2005)

iii) Trombosit agregasyonunu azaltmasina (Pace-Asciak1995).
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iv) Iskemi geciren ratlarda artmis biiyiime faktorleri ile angiogenesisi artirmasina

(Das ve ark 2005).

v) COX-2 ve niklear faktor-B aktivitesini inhibe ederek prostaglandin retimi ve
inflamasyonu azaltmasina bagli olabilecegi ileri stirilmiistiir (Marti‘'nez ve Moreno
2000, Marti'n ve ark 2004, Szewczuk ve Penning 2004).

2) RSV’nin antikarsinojen 6zelligi de gosterilmistir. Bunu protein tirozin kinaz ve
sitokrom P450 1Al aktivasyonunu azaltarak yaptigi disiiniilmektedir. Ayrica
prostoglandin sentezinin inhibisyonu ile de timdr gelisiminin yavasladigi rapor edilmistir.
(Chun ve ark 1999, Bishayee 2009, Udenigwe ve ark 2008, Rocha-Gonzalez ve ark 2008)

3) Son zamanlarda RSV’nin iskemi-perfiizyon calismalarinda boébrek, kalp ve
beyinde koruyucu 6zelligi oldugu gosterilmistir (Giovanni 2001, EI-Mowafy ve ark 2003,
Hung ve ark 2004, Das ve ark 2005, Liew ve ark 2005). Bobrek hicrelerinde koruyucu

etkisini ise NO miktarini arttirarak olusturdugu belirlenmistir (Giovanni 2001).

4) RSV’nin ayrica anti-aging 0zellikleri tespit edilmistir (Baxter 2008). Bunu, yine
kendisi gibi anti-aging 6zelligi olan melatoninle hiicre metabolizmasinin santral regulatori
ve yasam ve Oliim yollar1 arasindaki ince dengenin kontroldrii gibi gézilken AMP-activated

protein kinazi (AMPK) module ederek yaptig1 ileri siiriilmiistiir (Motilva ve ark 2011).
5) Orta derecede antifungal aktivitesi de bildirilmistir (Serazetdinova ve ark 2005).
1.6.3. Resveratroliin Antioksidan Etkisi

RSV’nin etkin bir sekilde serbest oksijen radikalleri ile diger oksidan molekdlleri
temizledigi ve LDL oksitlenmesini 6nledigi ifade edilmistir. RSV, oral olarak alindiktan
sonra vitamin C, vitamin E ve glutatyon gibi énemli antioksidanlara gére hicre i¢i miktari

daha az olmaktadir (Bradamante ve ark 2004).

Trans-resveratroliin LDL’ye eklenmesiyle bakir kataliz oksidasyonunun azaldig:
saptanmistir. LDL oksidasyonu sirasinda doymamis yag asitinden bozulma {iriiniin
olusumunun  Olculmesiyle, trans resveratrolin  bakir  selasyonunu etkiledigi
gozlemlenmistir. RSV kaynagi ve quersetinin LDL’ye eklenmesiyle, doza bagli bir sekilde
oksidasyondan 0Onceki gecikme zamanmnin uzadigi saptanmistir (Kim ve ark 1990,

Nigdikar ve ark 1998). RSV’nin yiiksek bakir selasyon kapasitesi énemlidir, ¢uinkiu LDL

29



‘nin bakir baglama kapasitesinin yiiksek oldugu bilinmektedir. Cis izomerin selasyon
kapasitesi trans izomerinin yarisi kadardir. Bu durum OH gruplarinin konumundan

kaynaklanmaktadir (Nigdikar ve ark 1998).

RSV’nin doza bagimli bir sekilde 2-deoksiriboz degredasyonunu inhibe ettigi
saptanmistir (Kim ve ark 1990). Bir baska c¢alismada RSV’nin kolesterol sentezini,
kolesterol biyosentezinde limit oranlayan enzim olan squalen monoksijenaz enzimini
inhibe ederek azalttig: bildirilmistir (Laden ve ark 2001).

Chanvitagaporgs ve arkadaslarimin yaptigi bir ¢aligmada (1997) RSV’nin, LDL
oksidasyonunun onlenmesinde E ve C vitamininden daha gugli bir antioksidan etkiye

sahip oldugu gorilmiistar.
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2.GEREC VE YONTEM

2.1.Gereg
2.1.1.Deney Hayvanlan

Bu calismaya, Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulundan 7 Ekim 2011 tarih ve 2011/095 sayili etik kurul onay1 alinarak baslandi. Tum
hayvan deneyleri, Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Deney Hayvanlari
tinitesinde Kasim-Aralik 2011 tarihlerinde gergeklestirildi. Calismada, agirliklar1 200-300g
arasinda degisen toplam 35 adet disi Wistar-Albino tir( rat kullanildi. Hayvanlar 20-22 °C
sabit sicaklik ve onikiser saatlik aydinlik-karanlik siklusu saglanan kontrollii bir odada
kafeslerde tutuldu. Siirsiz miktarda standart pelet yem ve suya ulagmalari saglandi. Ratlar
bu sekilde, bir hafta boyunca kafeslerinde dinlendirilerek ortama uyumlar1 saglandiktan
sonra deneylere baslanildi. Laboratuvar analizleri Adnan Menderes Universitesi Veteriner
Fakdltesi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuari’nda ¢alisildi. Histopatolojik incelemeler
Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali
Laboratuari’nda gergeklestirildi.

2.1.2. Deney Gruplar ve Uygulama Protokoli

Agirliklart 200-300 g arasinda degisen, toplam 35 Wistar Albino cinsi disi rat, esit
sayida (n=7) olarak 5 deney grubuna ayrildi. Gruplar asagidaki sekilde olusturuldu;

1. RSV kontrol grubu : Kolit yapilmadi. Sadece RSV verildi.
2. Sham grubu : Kanulle serum fizyolojik verildi.
3. TNBS grubu : Kaniille TNBS verilerek kolit yapildi.

4. TNBS+DMSO (¢Oziicu) grubu : TNBS ile kolit ve profilaktik DMSO verildi.
5. TNBS+RSV (tedavi) grubu : TNBS ile kolit ve profilaktik RSV verildi.

Kontrol ve tedavi grubu hayvanlara 10mg/kg/gin dozda Resveratrol (RSV) vermek
icin 100 mg RSV (Santa Cruz Biotechnology, ABD, sc-200808), 10ml dimetil stlfat
(DMSO)’da cozuldi. Elde edilen 10mg/ml’lik RSV sollsyonu, her hayvana 0,2-0,3 ml

iginde periton i¢i olarak uygulandi.
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Kolit uygulanmasindan o6nce, kontrol, tedavi (TNBS+RSV) ve coziicl
(TNBS+DMSO) grubu hayvanlara, profilaktik olarak 5 giin boyunca sirastyla RSV (10
mg/kg/gliin) ve (DMSO) tedavisi verildi. Besinci ve son doz uygulamalardan oOnce
hayvanlar 24 saat a¢ birakildi. Ertesi giin son doz RSV verildikten sonra, ila¢ kontrol grubu
disindaki tiim hayvanlarin bagirsaklar1 bosaltildi. Bagirsak bosaltma islemi, defekasyon
refleksini uyarmak iizere hayvani kuyrugundan tutup arka ayaklari iizerinde ziplattirilarak
yapildi. Her hayvan, yaklasik 20 dk bu isleme tabi tutuldu. Bu islem bittikten sonra, kolit
yapilacak hayvanlara %37 alkolde ¢oziinmiis 25 mg TNBS, eter anestezisi altinda, bir
kanulle anal orifisten 8 cm igeriye girilerek verildi. Sham grubu hayvanlara ise ayni

islemler yapildi. Fakat kaniille TNBS yerine serum fizyolojik verildi.

Kolitten 24 saat sonra eter anestezisi altinda, kalp i¢i kan 6rnekleri alindiktan sonra,
servikal dislokasyon ile dtenazi uygulandi. Daha sonra batin orta hattan agilarak anlsten
iceriye dogru kolonun son 10 cm’lik segmenti ¢ikartildi. Kolon segmenti longitudinal
olarak agildi ve serum fizyolojik ile yikandi. Bagirsak segmenti makroskopik olarak
skorlandi. (Cizelge 2.3.) Longitudinal olarak ikiye bolinen kolon segmentinin bir yarisi
histopatolojik incelemeye tabi tutulmak (zere direkt formol solusyonuna konurken, geri
kalan diger longitudinal yarim barsak dokusu ve kanlardan elde edilen plazma
orneklerinden MPO, serum Orneklerinden MDA dizeyleri belirlenmek tizere -20°C’ye

konuldu.
2.1.3. Kullanilan Cihazlar

Analizler sirasinda Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya

Anabilim Dali1 Laboratuvarinda bulunan;
-20°C’lik derin dondurucu (Bosch, Turkiye);
Santrifuj (Nive NF80OR, Turkiye);
Homojenizator (IKA-Werke, Ultra Turrnax, Almanya);
Spektrofotometre (Shimadzu UV-16001, Avusturalya);
ELISA Okuyucu (Optic lvyman System, ispanya);

Vorteks (Velp, Italya);
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Manyetik karistirici (Velp, Italya);
Etlv (Memmert, Almanya);

Hassas terazi (Sartorius, Almanya);
pH metre (pH 211, Hanna, Amerika);

Otomatik pipetler (isolab 2-20pl, Isoterm 20-200 pl, Brand 5-50ul, Isoterm 100-
1000 pl) kullanilmastr.

2.1.4 Kullamlan Kimyasal maddeler

Bovine serum albumin (SIGMA, A2153);

TNBS (SIGMA, P2297);

Resveratrol (Santa cruz Biotechnology, sc-200808);
GSH Px kiti (Sigma, OGP1, USA);

MPO ELISA kiti (Wuhan EIAAB Science, E0601r, Cin);
Trikloroasetik asit (Merck, K36929507);

Tiyobarbiturik asit (Merck, L55063680);

Na;HPO4x 2H20 (disodyumbhidrojen fosfat dihidrat) (Merck,6580);
KH,PO, (potasyum dihidrojen fosfat) (Merck, 4871);
NaCl (sodyum klorir) (Merck, 6400);

HCI (Hidroklorik asit, Sigma 07102);

EDTA (Sigma, E5134);

NBT (Nitroblu tetrazolium) (Sigma, N1630);

Na,COj3 (Sodyum karbonat) (Horasan Kimya);

CuCl; (Carlo Erba 36450);
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Ksantin oksidaz (Sigma X1875 25U);

Ksantin (Sigma, X0626);

Tert-batilhidroksit (Merck, S344612);

KCI (Potasyum Klorir)(Merck K25612535);
H,0, (Hidrojen peroksit) (Merck 108579);
CuSOy, (Bakar siilfat) (Merck A894987);
Sodyum potasyum tartarat (Merck 64271);
NaOH (Sodyum hiroksit) (Carlo Erba 480507);
Eter (Carlo Erba 447522);

n-bitanol (Sigma 21124);

Amonyum molibdat (Carlo Erba 420236);
Kloroform (Sigma, 24216 );

NaCl (Sodyum klorirr) (Merck 109927)

2.1.5. Kullanilan Cozeltiler

2.1.5.1. Doku Homojenizasyonunda Kullanilan Cézeltiler
-0.1 M Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi:

12,636 g Na;HPO,4 x 2H,0
0,2 g KH,PO,

8,06 g NaCl

0,201g KCI

Yukaridaki kimyasal maddelerin hepsi tartilip, 800 ml distile su iginde manyetik
karistiricida ¢ozinduruldu. Cozeltinin pH 7,4’e ayarlandi. Distile su kullanilarak hacmi 1

litreye tamamlandi.
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2.1.5.2. Protein Miktarim Ol¢mek icin Kullanilan Cozeltiler
-Stok Solusyonu:

A reaktifi (% 1 CuzSOy): 0,5 grami 50 ml distile suda ¢ozdiirtildii.
B reaktifi (% 2 Na-K-tartarat):1 grami 50 ml distile suda ¢ozdiiriildi.
C reaktifi (0,2 M NaOH): 0,4 grami 50 ml distile suda ¢6zdiriildii.
D reaktifi (% 4 Na2CO3 ):2 grami1 50 ml distile suda ¢ozdurildi.
-Lowry 1 SolUsyonu:
Bir beher i¢ine 6nce D reaktifiyle hazirlanmis soliisyondan 49 ml konuldu. Sonra
sirastyla C’den 49 ml, A’dan 1 ml, B’den 1 ml eklenerek Lowry 1 ¢ozeltisi hazirlandi.
-Lowry 2 Solusyonu:
Folin Ciocalteu ayiraci su ile esit oranda karistirildi.
2.1.5.3 Doku Malondialdehid (MDA) Tayininde Kullamilan Cozeltiler

-Stok Cozelti:

% 30 HCI’den 2,07 ml, TBA dan 0,37 g ve TCA’ dan 15 g bir balon joje icine

eklendikten sonra distile su ile 100 ml’ye tamamland:.
2.1.5.4. Serum Malondialdehid (MDA) Tayininde Kullamlan Cozeltiler

-% 20 likTrikloroasetik asit ¢ozeltisi (TCAA)
20 mg TCAA distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.
- 9%0.67 lik Tiyobarbiturik asit ¢ozeltisi (TBA)
0.67 mg TBA distile su ile 100 mI’ye tamamlandi.

2.1.5.5.Doku Siiperoksid Dismutaz (SOD) Tayininde Kullanilan Cozeltiler
-Fosfat Tamponlu Tuz (PBS):

12,636 g Na;HPO4x2H,0; 0,2 g KH,POy4; 8,06 g NaCl ve 0,201g KCI tartilip, 800
ml distile su icinde manyetik karistiricida ¢oziinduruldu. pH 7,4’¢ ayarlandi. Distile su

kullanilarak hacmi 1 litreye tamamlandi.
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-Ksantin Stok Soltsyonu

23 mg Ksantin 5 ml NaOH ile bir balon joje i¢inde karistirilip, distile suyla 50
ml’ye tamamlandi.

-EDTA Cozeltisi

0,249 g EDTA 1 litre distile su icinde ¢cozdurulerek elde edildi.

-Nitroblue tetrazolium (NBT) Cozeltisi

12,3mg NBT 100 ml distile suda ¢6ztunddruld.

-Na,CO; Cozeltisi

4,2 g Na,COg3 ile100 ml distile suda ¢ozelti elde edildi.

-BSA Cozeltisi

100ml distile su i¢inde 100 mg BSA ¢oziilerek hazirlandi.

-CuCl, Cozeltisi

10,7 mg CuCl, 100 ml distile suda ¢ozdiiriilerek hazirlandu.

-Ksantin Oksidaz Cozeltisi

2M Amonyum sulfat ¢ozeltisi icinde 20 U/ml ksantin oksidazdan 2 ml ¢ozdurlerek

hazirlandi.

2.1.5.6 Doku Katalaz (CAT) Tayininde Kullanilan Cozeltiler
-Sodyum-Potasyum-Fosfat Tamponu:

A- KH2PO4’den 3,522 g alind1 ve 1 litre distile su iginde ¢ozdiiriildii.
B- Na2HPO4’den 7,268 g alind1 ve 1 litre distile su iginde ¢ozduruldu.

Daha sonra 3,3 ml A ¢ozeltisinden alinarak B ¢ozeltisi ile 100 ml’ye tamamlandi ve

pH: 7 olacak sekilde pH metrede ayarlandi.

-Substrat sollsyonu:

% 30 H,O,den 0,16 ml alinip, fosfat tamponun 100 ml’si ile seyreltildi.
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- 32.4 mmol/l amonyum molibdat ((NH4)sM07024 4H20) ¢o6zeltisi:

Bunun ic¢in, 8 g amonyum molibdat 200 ml distile suda ¢oziilerek hazirlandi. Her
zaman taze olarak kullanildi ve kisa siireli beklemelerde ¢okelti olusmussa vorteksten

gecirildi.
2.2.Yontemler
2.2.1. Dokularin homojenizasyonu

Dokularin yas agirliklart saptandi. Bistiiri ile daha kiigiik pargalara ayrilarak, bir
miktar distile su ile yikandi.10 ml’lik homojenizatdr tiiplerine aktarilarak agirliklarinin 10
kat1 kadar soguk PBS (150mM pH:7,4) ile sulandirildi ve yiiksek devirde, +4 °C’de 10
dakika homojenize (IKA Overhead Stirrer; Almanya) edildi. Ependorflara aktarildi.
Homojenizatlar bekletilmeden +4 °C de 10 dakika 8000 devirde santrifilje (Niive- NF
800R, Tirkiye) edilip iistteki siipernatant kisimlari analiz icin alarak -20 °C de sakland:

2.2.2. Protein Miktarmn Ol¢iimii
Protein tayini Lowry metodu uygulanarak yapild: (Lowry 1951).

Prensip: Fosfomolibdik/fosfotungstik asit (Folin Ciocalteu) c¢ozeltisinin alkali
kosullarda proteinlerdeki fenolik aminoasitlere verdigi reaksiyona dayanir. ilk reaksiyonda
peptid baglari ile Cu*? arasinda biiire reaksiyonu sonucu indirgenmis bakir olusur. ikinci
reaksiyonda Folin-Ciocalteu ayiraci, tirozin ve triptofan aminoasitleri ile tepkimeye girerek

indirgenir ve mavi renkli kompleks olusturur (Lowry 1951).
Testin Yapihsi:
1- 2,5 ml Lowry I ve 0,5 ml 6rnek karigtirildi.
2 -Oda 1s1snda 5 dakika beklendi.
3- 0,25 ml Lowry 1l eklendi.

4- Oda 1s1sinda 30 dakika beklendi ve 650 nm de suya karsi absorbanslar1 UV
spektrofotometrede okundu (Ninfa ve Ballou 1998).

Hesaplama:
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100mg/dl stok albiimin ¢ozeltisinden hazirlanan standart egriye gore oOrneklerin

konsantrasyonlar1 hesaplandu.
2.2.3. Dokuda ve Plazmada Miyeloperoksidaz (MPQ) Ol¢iimii

Rat Miyeloperoksid, MPO ELISA Kit’i (ElAab, EIAAB, Catalog No: E0601r, Cin)

ile tiretici firmanin verdigi protokol ve agiklamalara gore yapildi.
Prensip:

Kit i¢inde saglanan pleyt onceden MPO’ya spesifik antikor ile kaplanmustir.
Reaksiyon boyunca 6rnek veya standarttaki MPO, pleyte 6nceden yerlestirilmis MPO’ya
spesifik monoklonal antikordaki yerler igin, biotin bagli MPO’nun sabit miktar1 ile yarisir.
Fazla konjugat ve bagli olmayan 6rnek veya standart pleytden yikanir. Sonra, Horseradish
Peroxidase’a (HRP) baglanmis Avidin, her kuyucuga eklenir ve inkiibe edilir. Daha sonra
her kuyucuga TMB  (tetrametilbenzidin) substrat soliisyonu eklenir. Enzim-substrat
reaksiyonu, siilfiirik asit soliisyonu ilavesiyle sonlandirilir ve renk degisimi 450 nm dalga

boyunda ELISA cihazinda 6l¢tlir.
Yapihsi:

Standart stok solusyonu sempil diliient ile sulandirildi.50 ng/ml standart stok
soliisyonu {iizerine 1ml sample diliiient eklendi.7 tiip hazirlandi. Her tiipe 500 pl Ornek
sulandirict kondu. Standarttan baslayarak son tiipe kadar her birinden 500 pl alip digerine
eklendi. Daha sonra A ve B ayiraglart 1/100 oraninda sulandirildi. Asagidaki islemlerle

devam edildi;

1) Kuyucuklara 50 pl 6rnek kondu.

2) 50 pl A ayiraci iizerine kondu ve 37 °C de 1 saat bekletildi.

3) Ug kez yikandi.

4) 100 pl B ayiract kondu. Yine 37 °C de 1saat bekletildi.

5) Tekrar yikama yapildi.

6) 90 ul substrat ilave edilip, 37 C de 1s1ktan koruyarak 30 dakika bekletildi.
7) 50 ul stop solisyonu kuyucuklara eklendi

8) 450 nm’de okutuldu.

Hesaplama:
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Orneklerdeki MPO konsantrasyonu, &rnek absorbansimin standart egrisine

kiyaslanmastyla belirlendi.

2.2.4. Doku malondialdehid (MDA) él¢timu

Dokularda MDA dretimi, Ohkawa ve arkadaslar1 (1979) tarafindan tanimlanan

yontem ile 6l¢ulda.
Prensip:

MDA’nin asidik pH ve sicak ortamda, TBA ile 532 nm’de o6lgllebilen tespit

edilebilen pembe renkli bir komplex olusturur.
Yapihsi:

Analiz i¢in % 30 HCI, TBA, TCA’dan olugsan 100 ml distile suda stok soliisyon
hazirlandi. Vidali kapakli cam tiipler i¢ine 300 pl numune konduktan sonra 600 pl stok
soliisyon eklendi. Tiiplerin agizlar1 kapatilip 20 dakika kaynatildiktan sonra buzlu suda
sogutuldu.3000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi. 535 nm'de havaya karsi okutuldu.
Absorbans, Shimadzu UV-160 spektrofotometresi ile 6lculdi (Ohkawa ve ark 1979).

Hesaplama: Sonuglar 1,56 ile carpildt ve mg doku proteinine oranlandi.
Tas35=1,56x10°M em™  0,156= 1uM

2.2.5. Serum Malondialdehit (MDA) Ol¢iimii

Serum MDA diizeyi Olglimiinde Yoshioka ve ark (1979) tarafindan bildirilen

yontem kullanildi.
Prensip:

Bu yontemin prensibi TBA (tiyobarbitiirik asit) ile MDA’ nin asidik pH ve sicak
ortamda birlesmesi ile olusan stabil kirmizi-pembe renkli pigmentin 532-535 nm’de elde
edilmesine dayanir. Bu rengi MDA molekiilii ile iki TBA molekiiliiniin birlesmesi sonucu
olusan kromojen verir. MDA nin bir kism1 peroksidasyon sirasinda olusurken biiytik kismi

1sitma iglemi sirasinda lipit peroksitlerin yikimiyla agiga ¢ikmaktadir.
Testin yapihisi:

Analiz icin kor ve test olarak isaretlenen iki kapakli deney tiipii alindi. Kor tiipline
% 20'lik TCA’dan 1,5 ml, %0.67'lik TBA’ dan 0,5 ml konuldu. Test tiipiine 250 pl numune
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konup tizerine 1250 pl TCA, 0,5 ml TBA ilave edildi. Tiiplerin agizlar1 sikica kapatilip 30
dakika kaynar su banyosunda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda tiipler buz
banyosunda hemen sogutuldu. Uzerlerine 2 ml n-butanol konularak 3000 rpm’de 10 dakika
santrifij edildi. Daha sonra n-butanol tabakasi baska bir tiipe aktarilarak

spektrofotometrede 535 nm dalga boyunda kore karsi testin absorbansi okutuldu.

Hesaplama:

Sonuglar 1,56 ile ¢arpildi.
Yas35=1,56 X 10°M*cm™
0,156= 1pM

2.2.6. Dokuda Superoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Olgiimii:
Sun ve arkadaglarinin (1988) bildirdigi yonteme gore yapildi.
Prensip:

Reaksiyon ortaminda enzimatik bir reaksiyon ile iiretilen siiperoksit radikallerinin,
ortamda bulunan nitroblue tetrazolium’u (NBT) indirgemesinin 6rnekteki SOD tarafindan
engellenmesi prensibine dayanmaktadir. Yontemde siiperoksit radikali tiretimi ksantin-
ksantin oksidaz enzimatik reaksiyonu ile saglanir. Bu sekilde iiretilen siiperoksit
radikallerinin, NBT ile reaksiyona girerek bu maddeyi indirgemesi sonunda maksimum
absorbansin1 560 nm’de veren formazon olusur. Ortama ilave edilen enzimin, lretilen
radikalleri dismutasyona ugratmasi nispetinde, NBT rediiksiyon reaksiyonu yavaslar ve
sonucta spektrofotometrede okunan absorbans degerleri diiser. Dolayisiyla formazon

olusumunun inhibisyonun tayin edilmesiyle SOD miktar1 indirek olarak saptanmaktadir.
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Testin Yapihisi:

20 mi Ksantin Stok Soliisyonu (1/10 sulandirildi.)
10 ml EDTA
10 ml NBT

6 ml Na,CO3

3ml BSA

Yukarida belirtilen ayiraglar bir balon jojede karigtirilarak 20 testlik reaktif ¢ozelti
olusturuldu. Kor ve test tiipleri hazirlandi. Tum tiplere 2,45 ml deney reaktifi konuldu.
Kor tiipiine 0,5 ml distile su ilave edildi. Bagka bir deney tlipline homojenizattan 1 ml
alinip tizerine 0,3 ml kloroform ve etanol ilave edilerek 3000 rpm’ de 10 dakika santrifiij
edildi. Ustte kalan berrak kisimdan 0,5 ml alinarak test tiiplerine ilave edildi. Daha sonra
her tiipe 50 pl ksantin oksidaz ilave edilip karistirildi. Arkasindan 20 dakika 25°C de
benmari usulilyle 1sitarak inkiibasyonda birakildi. Sonra, her tupe 1 ml CuCl; eklenmesiyle
reaksiyon durduruldu. Formazon olusumu spektrofotometre ile 560 nm’de kore karsi

okundu.
Hesaplama:

Bir tinite SOD, NBT indirgenme hizin1 %50 oraninda inhibe eden protein miktari

olarak tanimlanir. Sonuglar, U/g protein olarak ifade edildi. Asagidaki formiil kullanildi
% Inhibisyon = Koriin absorbansi —Testin absorbansi / Kériin absorbansi
2.2.7. Dokuda GSH-Px Aktivitesi Ol¢im

Glutathione Peroxidase Cellular Activity Assay Kit (Sigma CGP1l, ABD)
kullanilarak yapildi.

Prensip: Bir GSH-Px Unitesi, redikte glutatyon (GSH), glutatyon rediiktaz ve tert-
butilhidroperoksid varliginda pH 8,0 ve 25°C *de her dakika NADPH’dan 1,0 umol NADP

olusumuna neden olan GSH-Px miktar1 olarak tanimlanir.
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Yapihsi:

Kor kontrol icin 940 pl, 6rnek igin 890 pul GSH-Px analiz tampon sollsyonu
kendilerine ait 1ml kuvartz kivetlere alindi. Her birine 50 pul NADPH analiz ayiraci
eklendi. Numune kiivetine ayrica toplam hacim 1ml oluncaya kadar 60 ul doku homojenati
eklendi. Toplam hacmi 1ml olan kiivetler ters cevrilerek icindekilerin karismasi saglandi.
Daha sonra her kivetelOpl, kitle saglanan 30 mM tert-Butil Hidroperoksid (t-Bu-OOH)
solusyonu ilave edilerek reaksiyon baslatildi ve ters ¢evrilerek karismasi saglandi. Kinetik
program segilerek kit prosediiriinde 6nerildigi sekilde; 340 nm’de, baslangictan sonra 15 sn
gecmesi beklenerek ilk okuma yapildi. Ardindan okuma araligi 10 sn olacak sekilde 6
okuma daha yapildi. Sonuclar kaydedildi.

Hesaplama:

Ornekteki GSH-Px aktivitesi (mmol/min/ml) asagidaki formiile gore hesaplandi ve

g proteine oranlandi.
Mmol/min/ml=Units/ml= AAzsx DF/6.22 X V
AAz40=Az20/MiNksr)-Aza0/MINGrmek)
6.22= NADPH icin £™ faktorii
DF= reaksiyona eklemeden 6nce 6rnegin dillisyon faktord,

V= ml olarak 6rnek hacmi
2.2.8. Doku katalaz (CAT) aktivitesi 6lcimu

Doku katalaz aktivitesi Goth (1991) bildirdigi metod ile spektrofotometrik olarak

belirlendi.

Prensip: Katalaz, hidrojen peroksidi enzimatik olarak pargalar ve olusan reaksiyon

iriinii amonyum molibdat 405 nm 6lg¢iilebilen kompleks olusturur.
Testin Yapihsi:

Blank 1: 1 ml substrat, 1 ml molibdat, 0,2 ml serum
Blank 2: 1 ml substrat, 1 ml molibdat, 0,2 ml tampon

Blank 3: 1 ml tampon, 1 ml molibdat, 0,2 ml tampon

42



Test: 0,2 ml serum 1 ml substrat ile 37°C’de 1 dk inkube edildi, 1 ml amonyum

molibdat ile reaksiyon durduruldu.

Hesaplanmasi:

Katalaz aktivitesi= A(test)-A (Blankl )/A(Blank 2)-A(Blank 3)x 271= kU/L

Sonuglar g dokuya oranlandi.

2.3. Makroskopik Skorlama

Makroskopik skorlama, Cizelge 2.3” deki kriterlere gore yapildi.

Cizelge 2.3. Kolon mukozasinin makroskopik skorlama kriterleri (Millar ve ark 1996)

Kolit Skoru Gozle Gorulen Morfoloji
0 Makroskobik degisiklik yok
1 Sadece mukozal eritem mevcut
2 Hafif mukozal 6dem, yuzeyel kanama ya da kic¢tk erozyonlar
3 Orta derecede 6dem, kanayan Ulserler ya da erozyonlar
4 Ciddi ulserasyon, erozyonlar, 6dem ve doku nekrozu

2.4. Histolojik (Mikroskopik) Skorlama

Histopatolojik incelemede kalin bagirsakta degerlendirilen parametreler sunlardi:
Hasar/ Nekroz, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, Submukozal 6dem, Mukozal hemoraji
(Gonzalez ve ark 1999, Gué ve ark 1997). Hematoksilen-Eozin ile boyanmis kalin bagirsak
dokularim1  mikroskopta degerlendirirken bakilan kisma gore sifirdan tiige kadar
derecelendirme yapilarak veriler kaydedildi. Etkilenme yok (0), hafif etkilenme (1), orta
diizeyde etkilenme (2), siddetli etkilenme (3) olmak iizere degerlendirildi ve 1s1k
mikroskobunda incelendi. Degerlendirilen dokularin 1gik mikroskobunda (Olympus BX

20) fotograflar ¢ekildi.

43



Cizelge 2.4. Kolon mukozasinin mikroskopik skorlama kriterleri
(Gonzalez ve ark 1999, Gué ve ark 1997)

Skor Etkilenme Duzeyi
0 Etkilenme yok
1 Hafif etkilenme
2 Orta diizeyde etkilenme
3 Siddetli etkilenme

2.5. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizin yapilmasinda istatistik programi olarak SPSS 14,0 ve
GraphPad Instat 3,0 programlar1 kullanildi. Sayisal degiskenler ‘ortalama + standart hata’
seklinde sunuldu. p degerinin 0.05’den kiigiik olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi. Biyokimyasal analizlerde, gruplar arasi farkliligi saptamada one-way ANOVA
(analysis of variance), histopatolojik incelemede ise Kruskal-Wallis testleri kullanildi; p<

0.05 degerleri anlamli olarak kabul edildi.

44



3. BULGULAR

3.1. Biyokimyasal Bulgular

Cizelge 3.1.1. Ortalama Doku MPO, MDA, SOD, GSH- Px ve CAT dizeyleri

Ayni siitunda farkli harf tagiyan gruplar arasi istatistiki fark dnemli.

#4%: p<0,001; **: p<0,01; OD: Istatistiki Gnem yok

MPO MDA SOD GSH-Px CAT
(ng/mg) (nmol/mg) (Ulg) (mmol/min/g) (KU/g)

X+Sx X£Sx X+Sx X£Sx X£Sx
RSV Kontrol 0,81+0,11% 10,97+ 1,06 | 0,26+ 0,02° | 46,8+1,66° 13,38+ 2,69
Sham 0,60+0,14% 11,45+1,80° 0,30 £0,06* | 42,70 +£2,35® | 19,24 +4,61
TNBS 1,29 £0,20* | 25,3+3,62° 0,66 +0,07° | 47,54 +3,68" 10,36 +2,78
TNBS+DMSO | 2,13+0,36" | 26,61+3,97° | 0,78£0,13" | 47,89 +2,34° 11,49 +4,76
TNBS+RSV 2,34+ 0,26° | 19,40 +4,54° | 0,55+ 0,05% | 57,35 +2,24° 12,02+ 4,04
P ok o o el oD

Cizelge 3.1.2. Ortalama Plazma MPO ve serum MDA duzeyleri

MPO MDA
(ng/ml) (nmol/ml)
RSV Kontrol | 6,050,312 30,26 +1,73
Sham 5,86 +0,37° 27,99+ 2 31
TNBS 6,82+ 0,26® 27,43+ 2,55
TNBS+DMSO | 7,18+ 0,47° 17,88 +1,71
TNBS+RSV | 7,12+0,21° 25,38 +3,84
P *% OD

Ayni siitunda farkli harf tagiyan gruplar arasi istatistiki fark dnemli.

**%: n<0,001; **: p<0,01; OD: Istatistiki Snem yok

Plazma MPO degerlerinde Resveratrol grubunda kontrol ve sham grubuna gore

anlamli arti izlenirken DMSO grubuna gore fark izlenmemistir. MDA diizeylerinde ise

istatistiki agidan 6nemli bir degisiklik belirlenmemistir.
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Doku MPO dilzeyi sonuglart Cizelge 3.1.1. ve Sekil 3.1.°de gosterilmistir.
Miyeloperoksidaz (MPO) dizeylerinin Resveratrol verilen grupta, ila¢ kontrol ve Sham
kontrol gruplarina gore istatiksel olarak anlamli artis1 goriildi (p<0,001). TNBS grubunda
MPO duzeyleri RSV verilen gruba gore anlamli diisiik bulundu (p<0,001). MPO diizeyleri
acisindan, TNBS ile birlikte DMSO verilmis grupta, TNBS grubuna gore daha fazla MPO
diizeyi bulunurken, RSV verilen gruba gore daha az MPO diizeyi oldugu goriildii.

ﬂ I-FEF

RSV Kontrol Sham TNBS  TNB5+DMSO TNBS+RSV
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=
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Sekil 3.1.1. Doku MPO duzeyleri
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Doku MDA dizeyleri Cizelge 3.1.1. ve Sekil 3.1.2 de gosterilmistir. MDA
dizeylerinin TNBS grubunda, RSV kontrol ve Sham kontrol gruplarina goére anlamli
seviyede arttig1 izlendi (p < 0,01). RSV verilen grupta MDA sonuglariin TNBS ve ¢oziicii
(TNBS + DMSO) gruplarina gore anlamli diizeyde azalma gosterdigi bulundu.
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Sekil 3.1.2. Doku MDA duzeyleri
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Doku SOD diizeylerinde en yiiksek deger TNBS ile birlikte DMSO uygulanmis
¢oziicii grupta izlendi. TNBS uygulanarak kolit olusturulan grupta ise kontrol ve sham
kontrol gruba gore anlamli artis olmasina ragmen DMSO uygulanmig gruba goére anlamli
degisiklik saptanmadi.

TNBS ile kolit olusturulmadan 6nce profilaktik olarak RSV verilmis grubun SOD
degerleri kontrol ve sham kontrol gruplarina gére anlaml artig gosterdi (p< 0,01). Ancak
Resveratrol verilen gurubun SOD degerlerindeki artis TNBS ve TNBS+DMSO
gruplarindaki artistan istatiksel olarak daha diistiktii (p<0,01).(Cizelge 3.1.1.,Sekil 3.1.3.)

0,9
0,8
0,/ T
~ 0,6
g 0,5
o 04
30,3
0,2
0,1
15 | |

RSV Kontrol ~ Sham TNBS  TNBS+DMSO TNBS+RSV

Sekil 3.1.3. Doku SOD aktivite duzeyleri
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RSV verilen grupta GSH- Px degerlerindeki artis en yiiksek diizeydeydi. Kontrol,
TNBS, DMSO verilmis olan gruplardaki GSH-Px diizeyleri arasinda anlamli fark
bulunamadi. RSV grubu GSH-Px degerleri, diger tim gruplarla anlamli olarak farkli
goriildi (p< 0,001).
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Sekil 3.1.4. Doku GSH- Px aktivite diizeyleri
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Doku CAT diizeyleri kontrol gruplarinda en yiiksek seviyede goriildii. En diisiik
seviyede ise TNBS ile kolit olusturulmus grupta izlendi. Gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark gézlenmedi. RSV verilen gruptaki CAT duzeyleri, TNBS ve TNBS +
DMSO gruplarindaki CAT diizeylerinden yliksekti.(Cizelge 3.1.1., Sekil 3.1.5.)
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Sekil 3.1.5. Doku CAT aktivite dizeyleri
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3.2. Makroskobik Skorlama

TNBS koliti olusturulduktan 24 saat sonra acilan hayvanlarda kolon mukozasinin
makroskobik skorlamasi Cizelge 2.3.’deki kriterlere gore yapildi. Fakat tedavi ve DMSO
grubuyla TNBS kolit grubu arasinda makroskopik olarak bir fark gorlinmesine ragmen

istatistiki olarak anlamli fark belirlenemedi.(Cizelge 2.3., Sekil 3.2.)

[
L
L

RSV Kontrol Sham TNBS TNBS+DMSO TNBS+RSV

Sekil 3.2. Gruplara ait kolon segmentlerinin makroskopik goruntmleri
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3.3. Histolojik Bulgular

3.3.1 Histolojik (mikroskopik) Skorlama

Mikroskopik skorlama Cizelge 2.4.’de verilen kriterlere gore yapildi. Sekil 11°de

gortlen histolojik skorlama sonucunda, profilaktif olarak RSV verilen grupta gorilen doku

hasar1 ve nekrozun, TNBS kolit grubu ve DMSO kullanilan ¢6ziicli grubuna gore énemli

diizeyde azaldig: tespit edildi

2,5

2,0

Skor

-

RSV Kentrol

Sham

TNBS

TNB5S+DMSO TNBS+RSV

Sekil 3.3.1. Doku hasar1 / Nekrozla ilgili mikroskopik skorlarin istatistiksel analizi

52



3.4. Histolojik Sonuglar
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Resim 3.4.2. Sham grubunda kalin bagirsaktaki yapilarin goriiniimii (H-E x 10).
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girsakta olusturulmus hasarin gortiniimii (H-E x4).

Resim 3.4.3. TNBS grubunda kalin ba

girsakta kolit goriiniimii (H-E x 10).

Resim 3.4.4 TNBS grubunda kalin ba
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Resim 3.4.6. TNBS grubunda submukozal ddem gorinumi (H-E x 10).
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Resim 3.4.8. TNBS+DMSO grubunda inflamatuar hiicre infiltrasyonu (H-E x 10).
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Resim 3.4.9. TNBS+ RSV grubunda kismen etkilenmis kalin barsak goriiniimii (H-Ex 10)
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Resim 3.4.10. TNBS+ RSV grubunda mukoza gérinimi (H-E x 10).
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Resim 3.4.11. TNBS+ RSV grubunda kalin bagirsak goriiniimii (H-E x 10).

Resim 3.4.12.TNBS+RSV grubunda kismen diizelmis bulgular (H-E x 4).
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4. TARTISMA

Ulseratif kolit ve Crohn Hastaligi, IBHnin iki ana formudur. IBH, gelismis
iilkelerde daha yaygindir ve patogenezi multifaktdryel olan bir hastaliktir. Tlgili en erken
faktorlerden biri, gilincel arastirma ve tartismalarin da odagi olan, bilinmeyen
mekanizmalarla intestinal epitelyal bariyerin yikilmasidir (Schmidt ve Stallmach 2005,
Thompson-Chagoyan ve ark 2005). Daha sonra one ¢ikan nokta ise, aktive olmus
notrofiller, monositler ve makrofajlar araciligiyla gergeklestirilen ve artmis reaktif oksijen
ve nitrojen tlrleri ile karakterize anormal immun ve inflamatuar cevap meydana
gelmesidir. Interlokin (IL)-1, IL-6 ve tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-o) gibi dgisik
proinflamatuar sitokinler, kemokinler ve adhezyon molekiillerinin IBH patogenezine
katkida bulundugu bilinmektedir (Sandborn ve Yednock 2003, Kurtovic ve Segal 2004).

Oksidatif stres, serbest radikal zincir reaksiyonlar1 ve lipid peroksidasyonu
intestinal mukozal bariyeri bozar. Inflamatuar mediatorler aktive olur ve bu da lipid
peroksidasyonunun gostergesi olan MDA’nin kolonik diizeylerinde artma ile sonuglanir.
Bu durum insan ve hayvanlarda yapilmis cesitli deneysel caligmalarda gosterilmistir
(Verspaget ve ark 1988, Girgin ve ark 2000). IBH’li hastalarda bazi antioksidan ve
antiinflamatuar ajanlarin uygulandigi ¢esitli ¢alismalarda MDA diizeylerinin azaldigi
bildirilmistir (Kuralay ve ark 2003, Zhou ve ark 2006). Bizim ¢alismamizda profilaktik
olarak RSV uygulanmasinin MDA diizeylerinde anlamli derecede (p<0,01) azalmaya
neden oldugu belirlenmistir (Sekil 3.1.2.). RSV verilen grupta doku MDA diizeyinin
azalmast TNBS ile olusturulmus kolitte RSV’ nin lipid peroksidasyonunu engelledigi

sonucunu ortaya koymustur.

Oksidan ve antioksidan sistem arasindaki denge IBH patogenezi ve 6zellikle doku
hasarinin ilerlemesi yoniinden oOnemlidir. GSH-Px, SOD ve CAT gibi enzimatik
antioksidanlar hiicreleri oksidan hasardan koruyan savunma mekanizmalaridir (Ek ve ark.
2008). Yaptigimiz ¢calismada GSH-Px diizeyleri tiim kolit olusturulan gruplarda kontrol ve
sham grubuna gore anlamli diizeyde yiliksek bulunmustur. Profilaktik olarak RSV
uygulanan grubun GSH-Px diizeylerinin diger kolit gruplarindan yiiksek oldugu (p<0,001)
da saptanmistir. Deney kosullarimizda antioksidan sistemin devrede oldugunu goOsteren en
iyi enzim GSH-Px olarak saptanmistir. Benzer sekilde Tuzin ve ark (2002) deneysel
olarak kolit olusturduklar1 bir ¢alismada doku GSH-Px duzeylerinin antioksidan grupta
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daha yiiksek oldugunu ve antioksidan kullanimimin kolitte ortaya c¢ikan semptomlarin

azalmasinda etkili olabilecegini sdylemislerdir.

SOD, oksidatif strese karsi dokunun korunmasinda en Onemli antioksidan
enzimlerden biridir. CAT enzimi de SOD ile katalizlenen reaksiyon sirasinda agiga ¢ikan
H.0, yi detoksifike etmekten sorumlu bir diger enzimdir (Ek ve ark. 2008). Dong ve ark
(2003) asetik asit ile kolit olusturduklar1 bir caligmada doku SOD diizeylerinin azaldigin
rapor etmislerdir. Liu ve ark. (2003) TNBS ile olusturulmus deneysel kolitte SOD
diizeylerinin azaldigin1 bildirmislerdir. Tersine Kuralay ve ark (2003) asetik asit ile
olusturduklar1 kolit modelinde SOD diizeylerinin arttigim1 ve tedavi ile birlikte bu
diizeylerin azaldigin1 ve CAT aktivitesinin kolit ile birlikte degismedigini bildirmislerdir.
Arastiricilar CAT diizeylerinde degisiklik saptanamayisinin nedeninin muhtemelen H,0,
nin diger hiicresel antioksidan mekanizmalarla ortadan kaldirilmast oldugunu
sOylemislerdir. Benzer sekilde yaptigimiz ¢alismada da SOD diizeylerinin kolit olusturulan
gruplarda arttigi; CAT aktivitesinin ise etkilenmedigi bulunmustur. Calismamizda SOD
dizeylerinin RSV tedavi grubunda diger kolit gruplarina gére anlamli diizeyde diisiik
(p<0,01) oldugu goriilmiistiir. Tedavi grubunda SOD diizeyinin diisiik olmasi bu deney
sartlarinda RSV’ nin antioksidan etkisinin oldugunun bir gostergesi olarak kabul edilmigtir
(Sekil 3.1.3 ve 3.1.5). CAT diizeyinde degisiklik belirlenememesinin ise diger hiicresel

antioksidan sistemlerin daha aktif ¢alismasi nedeniyle olabilecegi kanisina varilmistir.

Bu calismada MPO diizeyine kolonik nétrofil aktivasyonu ve inflamasyonun
gostergesi olarak bakilmistir. Tiim kolit gruplarinda MPO aktivitesinin anlamli diizeyde
arttig1 belirlenmistir. Benzer sekilde Sakr ve ark (2012) doku MPO dizeylerinin kolitle
birlikte anlamli diizeyde arttifin1 ve tedavi amaclh polifenol verilen gruplarda azaldigini
rapor etmislerdir. Ek ve ark (2008) de kolit olusturduklar: ratlarda antioksidan ile tedavi
verilen grubun MPO diizeylerinin azaldigini bildirmislerdir. Ancak bizim bulgularimizda
doku MPO diizeyi, tedavi (TNBS+RSV) grubunda diger gruptakilere gore artis (p<0.001)
gostermigtir (Sekil 3.1.1). MPO diizeyinin TNBS kolit grubunda en yiiksek olmasi
beklenirken, tedavi grubunda en yiiksek olmasi, RSV’nin etkilerini gostermede,
inflamasyon sonrasi (post treatment) yolun daha etkili olmasina veya kullanilan dozun
yetersiz olmasina bagli olabilecegi disiiniilmiistir. Bu konuda, Fukuda ve ark (2006)
benzer sekilde bir Japon ilac1 Strong Wakamto’yu (WT), TNBS kolitinde %1 dozunda
kullandiklarinda tedavi grubu MPO diizeyinin TNBS kolit grubuna goére arttigim
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gozlemlemisler ve ancak %35 gibi bir doz artirnmina gittiklerinde MPO’da bir azalma elde
etmislerdir (Fukuda ve ark 2006). Dolayisiyla farkli dozlarda ya da doz arttirilarak
yapilacak yeni ¢aligmalarda RSV’nin MPO diizeyi iizerine benzer etki gosterebilecegi
distintilebilir. Sonug¢ olarak RSV uygulanan grupta MPO diizeylerinde goriilen artisin
nedenin temelinde ilacin verilis yolu farkliligi (intragastrik yerine intraperitoneal
verilmesi), ilacin verildigi zaman dilimi farklili§i (tamamen profilaktik olarak) ile

kullanilan dozun yetersizliginden olabilecegi diisiiniilmistiir.

Yaptigimiz ¢aligmada plazma MPO diizeylerinin tiim kolit olusturulan gruplarda
kontrol ve sham grubuna gore istatistiki olarak onemli (p<0,01) diizeyde arttig
bulunmustur. Profilaktik olarak RSV wverilen grubun MPO diizeyinin ise diger kolit
gruplarindan farkli olmadigi belirlenmistir. Benzer sekilde Mékitalo ve ark (2012)
pediatrik IBH’li hastalarda plazma MPO diizeylerinin saglikli kontrollerden yiiksek
oldugunu rapor etmistir. Grulke ve ark (2008) gastrointestinal rahatsizliklar1 ( IBH veya
peritonitis) belirlenen atlarda plazma MPO diizeylerinin saglikli kontrollerden anlamli
diizeyde yiiksek oldugunu bildirmislerdir. En siddetli artisin ise IBH’li hayvanlarda oldugu
goriilmiistir. MPO diizeylerindeki artisin nedeni, kolite bagl gelisen asir1 notrofil
aktivasyonu, ve degraniilasyonu olarak agiklanmistir. Bu ¢alismada da benzer bulgular elde
edilmistir. Plazma MPO diizeyleri ile hastaligin veya ortaya ¢ikan hasarin siddeti arasinda
iliski oldugu daha onceki yayinlarda bildirilmistir (Grulke ve ark 2008). Dolayisiyla
profilaktik olarak RSV verilen grupta MPO diizeyinin diger kolitli gruplardan farkli
olmamasinin nedeninin ise RSV tedavi grubunda kolonda degisen notrofil aktivasyonun ve
MPO seviyesinin artisinin dolasima yansimamis olmasi nedeniyle olustugu kanisina

varildi.

Yaptigimiz ¢alismada serum MDA diizeylerinin gruplar arasi farkli olmadigi
belirlenmistir. Benzer sekilde Tiiziin ve ark (2002) ve Alzoghaibi ve ark (2007) IBH’li
hastalarda serum MDA diizeylerinin kontrol grubundan farkli olmadigini rapor etmislerdir.
Kan MDA seviyelerinde degisiklik olusmamasinin sebebinin farkli deneysel galismalarda
olusan IBH’nin etkilerinin mukozal antioksidan kapasiteye bagl olarak farkli sekillerde
ortaya ¢ikabilecegi ve doku MDA diizeylerindeki degisikligin kan MDA duzeylerine

yansimamis olabilecegi kanisina varilmistir.
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Bu calismada TNBS ile kolit olusturulan tiim deneme gruplarinda belirgin
makroskobik degisiklikler saptanmasina ragmen yapilan istatistiki degerlendirmede
anlamli bir farka rastlanmamistir (Sekil 3.2.). TNBS koliti konusunda Jurjus ve ark (2004),
mukozal bariyerin etanol ile ortadan kaldirildigini ve sonrasinda doza bagimli olarak
ilserasyon ve inflamasyon gelistigini ileri siirmiistiir. Zhou ve ark da (2006) iilserasyon ve
barsak duvarinda kalinlasmanin yaklasik 8 hafta kadar devam ettigini bildirmistir. Bu
nedenle TNBS koliti, kronik kolit icin uygun bir modeldir. Fakat akut inflamasyon icin de
kullanilmigtir (Marti‘n ve ark 2004). Yaptigimiz caligmada makroskobik skorlamada
istatistiki olarak anlamli fark belirlenmemesinin nedenin, mikroskopide goriilen iyilesme
siirecinin 5 giinliik siire i¢inde makroskopiye yansimamasi ve bunun i¢in daha uzun bir

slireye gerek olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir (Sekil 3.2.).

Bu ¢alismada TNBS ile kolit olusturulan 3 grupta mikroskobik olarak doku hasari
ve nekroz skorunun RSV kontrol ve Sham grubuna gore istatistiki olarak yiiksek oldugu
belirlenmistir (Sekil 3.3.1). Kolitli gruplarin barsak dokusu histolojik preparatlarinda
mukozada 6dem, yulzey epitel hlcrelerinin kaybi, iilserasyonlar, kanama odaklari, lamina
propriyada yaygin polimorfonukleer I6kosit (PMNL) infiltrasyonu ve kript abseleri dikkati
¢ekmistir. (Resim 3.4.3-10). Benzer sekilde, TNBS kolit modeli kullanilarak yapilmis
cesitli calismalarda, histolojik olarak mukoza ve submukozada PMNL, makrofaj, lenfosit,
bag dokusu, mast hiicreleri ve fibroblastlardan olugmus inflamatuar cevabin oldugu
bildirilmisgtir. TNBS kolit modelinde mukozal 6dem, kanama odaklari, segmental
tilserasyon ve nekrotik alanlar yaygin olarak gorilmektedir (Zhou ve ark 2006, Morris ve
ark 1989). Yaptigimiz ¢alismada profilaktik amag¢li RSV uygulanmis ve TNBS ile Kolit
olusturulmus grupta mikroskobik olarak diger iki gruba gore inflamasyonun daha sinirh
oldugu, PMNL’lerin daha az oranda bulundugu ve hiicrelerin dogal konfigiirasyonlarini
korudugu goézlenmistir. Calismamiz histoloji sonuglarinda goriilen RSV’nin  koliti
baskilayici etkisi (Sekil 3.3.1 ve Resim 3.4.1-12), antioksidan etkinin yaninda ¢ok kuvvetli
olasilikla antiinflamatuar etkiye baglidir. Bu antiinflamatuar etki, MPO {izerinden oldugu
kadar, makrofajlardan salman IL-1, IL-6, TNF-a gibi sitokinlerin inhibisyonu,
prostaglandin retimi ve COX inhibisyonu, iINOS ekspresyonu ve onu takip eden NO
uretimi inhibisyonu ile apoptosis gibi ¢cok degisik yollar iizerinden de meydana gelebilir.
Profilaktik RSV’nin faydali etkileri mikrofloranin dengelenmesi, barsak makrofajlarinda
immunomodiilatér etkiler ve kolon dokusunda antioksidan aktivitenin arttirilmasi gibi

etkilerin kombinasyonundan da kaynaklanabilir (Fukuda ve ark 2006).
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Son yillarda gesitli galismalar, RSV’nin glclu antioksidan ve anti-inflamatuar etki
ortaya koydugunu gdstermistir (Manna ve ark 2000, Surh ve ark 2001). Ayrica néro (Han
ve ark 2004) ve kardiyoprotektif (Hung ve ark 2000) bir ajan oldugu da bildirilmistir.
Bilesigin lipid peroksit iiretiminde (lipid oksidasyonu) giiclii bir inhibitdr etki gosterdigi ve
lipoprotein metabolizmasini modiile ettigi de gosterilmistir (Belguendouz ve ark 1998).
TNBS kolitinde RSV’ nin etkisi, Marti‘n ve ark tarafindan (2004, 2006) hem akut ve hem
de kronik kolonik inflamasyonda calisilmis ve TNBS kolitine karsi son derece koruyucu
oldugu gosterilmistir. Marti‘n ve ark (2004), akut inflamasyon caligmalarinda RSV’yi,
kolitten 48, 24 ve 1 saat 6nce ile kolitten 24 saat sonra 10 mg/kg dozunda intragastrik (i.g.)
olarak verirken, kronik inflamasyon caligmalarinda (2006) ise tamami kolit sonrasi ve
giinde tek doz olarak 14 giin boyunca i.g. olarak vermislerdir. Bu ¢aligmada ise RSV aym
dozda kolitten 96, 72, 24 ve 1 saat 6nce yani tamamu profilaktik olarak intraperitoneal (i.p.)
olarak verilmigtir. Marti‘n ve ark (2004, 2006) tarafindan yapilan iki ¢aligmada, RSV nin
TNBS ile yapilan deneysel kolitte etkili oldugu kesin bir sekilde gosterilmistir. Akut
donemdeki deney kurgusu, kolitin hem 6nce ve hem de sonrasini kapsamaktadir. Bu
calismanin kolitten 6nceki kismi, ¢calismamiz kurgusuna ¢ok benzemekte ve sadece 48 saat
kadar Oncesine uzanma ve kolit sonrasi 24 saatlik donemi de kapsamasi ile farklik
arzetmektedir. Ayrica her iki ¢alismanin da inceledigi parametreler ¢ok fazla oldugu igin
bu arastirma grubu literatiirde RSV i¢in bahsedilen etkilerin ¢ogunun kolit i¢in de gegerli

oldugunu gostermistir.

IBH iizerine yapilan calismalardan elde edilen sonuglar, IBH temelindeki
mekanizmalarin tahmin edilenlerden daha karmasik oldugunu gostermektedir (Mizoguchi
ve Mizoguchi 2010). IBH’de bir molekulun rold, ilgili hicre tipi, hedeflenen doku ve
maruz kalinan ¢evre sartlar1 gibi gesitli faktorlere bagl olarak farklilik arzeder. Bu yuzden
gelecekte IBH’li hastalarin yagamlarini daha etkili ve giivenli iyilestirebilmek i¢in, genetigi
degistirilmis laktik asid bakterileri (Kelsall 2009), nanopartikiiller (Peer ve ark 2008),
kolonoskopi rehberli gen tedavisi veya kapsul endoskopi aracili gen tedavisi (Sugimoto ve
ark 2008) gibi hiicre spesifik, doku spesifik veya bireye 6zgu tedaviler gerekli olabilir
(Mizoguchi ve ark 2010).
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5. SONUC

Bu c¢alismadan elde edilen sonuglar dogrultusunda, profilaktik olarak kullanilan
RSV’nin kolit Gzerinde antioksidan etkisi oldugu soylenebilir. RSV’nin kolitteki anti-
inflamatuar etkisi de bu konuda yapilmis benzer ¢alismalardaki sonuglardan harcketle
kuvvetle muhtemeldir. Fakat histoloji sonuglarina dayanarak, hangi mekanizma ile olursa
olsun profilaktik RSV’nin de kolit iizerinde, inflamasyon sonrasi tedavilerdeki gibi etkili

oldugu ortaya konmustur.

Bu Ozellikleri ile RSV, gelecekte IBH tedavisinde gelistirilecek olan hiicreye,
dokuya veya bireye 6zgii tedavilerde, bu tedavilere katkida bulunan tamamlayici terapstik

bir ajan olarak kullanilabilir.
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OZET

Yildiz G. TNBS ile Olusturulan Deneysel Kolit Modelinde Resveratrol’iin
Antioksidan Metabolizmaya Etkileri

Bu calismada antiinflamatuar ve antioksidan 6zellikleri gosterilmis olan RSV’nin
TNBS koliti Uzerindeki etkileri, kolitten once verilerek arastirildi. Arastirmada, 35 adet
erkek Wistar-Albino rat, RSV Kontrol, Sham, TNBS Kolit, TNBS + DMSO ve
TNBS+RSV olarak 5 gruba boliindii. Kolit uygulanmasindan 6nce, tedavi ve ¢oziicii grubu
hayvanlar 5 giin boyunca sirasiyla RSV (10 mg/kg/giin), DMSO ile tedavi edildi. Kolit, 24
saat a¢ birakilmis ve barsaklar1 bosaltilmis ratlara, bir kanulle anal orifisten 8 cm iceriye
%37 alkolde c¢ozliinmiis TNBS verilmesiyle gerceklestirildi. Kolitten 24 saat sonra
hayvanlar sakrifiye edilip 10 cm’lik kolon segmenti ¢ikartildi. Longitudinal olarak ikiye
ayrilan kolon segmentleri biyokimyasal ve histopatolojik incelemeye tabi tutuldu.

Sonuglarin istatiksel analizi SPSS programi kullanilarak yapildi.

TNBS ve TNBS+DMSO gruplarinin MDA seviyeleri Drug ve Sham kontrol
gruplarindan yiiksekti (p<0.01). RSV tedavisi, MDA seviyelerini TNBS grubuna gore
azaltti (p<0.01). Yine RSV tedavi grubunda, GSH-Px aktivitesi tiim diger gruplara gore
artarken (p<0.001), CAT aktivitesi de TNBS ve TNBS+DMSO gruplarina gore artti. Fakat
CAT’deki bu artig, anlamli diizeyde degildi (p>0.05). TNBS ve TNBS+DMSO gruplarinin
doku MPO aktiviteleri Drug ve Sham kontrol gruplarindan yiiksek iken, tedavi grubunda
ise tim gruplara gore anlamli derecede yiiksekti (p<0.001). Histopatolojik incelemede
doku hasar1 ve nekroz tedavi grubunda, kolit ve ¢dziicii kontrol grubuna gore belirgin

sekilde azaldi (p<0.05).

Calismamizda profilaktik RSV’nin kolit {izerinde antioksidan etkili oldugu
goriilmiistiir. Bununla birlikte, deney sartlarimizda MPO (izerinden anti-inflamatuar etkinin
olmamasi, RSV’nin etkilerini géstermede, inflamasyon sonrasi yolun daha etkili olmasina

veya kullanilan dozun yetersiz olmasina bagl olabilir.

Anahtar Kelimeler: Resveratrol, TNBS, Kolit, antioksidan, antiinflamatuar
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SUMMARY

Yildiz G. The Effects of Resveratrol Over Antioxiant Metabolism on TNBS-Induced

Experimental Colitis

In this study, the effects of prophylactic resveratrol on TNBS induced colitis were
investigated, which has anti-inflammatory and antioxidant effects. Thirty-five Wistar-
Albino male rats were divided into 5 groups: Drug Control, Sham Control, TNBS,
TNBS+DMSO (Vehicle Control) and TNBS+RSV (n=7). Before induction of colitis,
animals in vehicle and treatment groups were treated intraperitoneally by Dimethyl sulfate
(DMSO) and Resveratrol (RSV) (10 mg/kg/day) respectively.

After fasting the animals overnight and emptying the colons on the morning of
experiment, inflammation was induced in the colon by the intrarectal administration of 0,8
ml of a 25-mg TNBS solution dissolved in 37% ethanol in saline using an 8-cm-long
cannula under ether anesthesia. Animals were sacrifised by toxic dose ether 24 hours
following induction of colitis. After decapitation, the last 10 cm of the colon was excised,
opened longitudinally. Longitudinal colon segments were subjected to biochemical and
histopathological examination. Statistical analyses of data were carried out using the SPSS

program.

MDA levels of TNBS and TNBS+DMSO groups were higher than Drug and Sham
control groups (p<0.01). RSV treatment decreased MDA levels compared to TNBS group
(p<0.01). GSH-Px activity in treatment group were higher than all other groups (p<0.001).
CAT activity in treatment group was also higher compared to TNBS and TNBS+DMSO
groups. However, this increase in CAT was not significant (p>0.05). While MPO activities
of TNBS and TNBS+DMSO groups were higher than Drug and Sham Controls, there was
no decrease in MPO activity in TNBS+RSV group by RSV treatment. In histological
examination, tissue injury and necrosis was significantly decreased in the treatment group

compared to TNBS colitis and vehicle group (p<0.05).

In Conclusion, it has been observed that prophylactic RSV has antioxidant activity
on TNBS colitis. However, failure of anti-inflammatory effects through MPO activity
could be due to that RSV dose is lower or that post treatment way is much effective than

pretreatment way.

Keywords: Resveratrol, TNBS, Colitis, antioxidant, anti-inflammatory.
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