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sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.
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OZET

INDOMETAZIN iLE MiDE ULSERI OLUSTURULAN RATLARDA AYVA YAPRAGI
(Cydonia vulgaris) EKSTRESININ KORUYUCU ETKILERININ ARASTIRILMASI

Tozogh F. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Veterinerlik

Biyokimyasi Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2024.

Amag: Bu ¢alisgmada deneysel olarak mide {ilseri olusturulan ratlarda ayva yapragi (Cydonia

vulgaris) ekstresinin koruyucu etkilerinin arastirilmas1 amaglanmustir.

Gereg ve Yontem: Bu calismada 49 erkek Spraque Dawley rat kullanilmistir. Oncelikle ayva
yapraklar1 (Cyndonia vulgaris) uygun sartlarda toplanip sivi azotla pargalanarak etanolde
¢ozilmiistiir. Ekstraksiyon isleminden sonra, ekstrenin igerik tayini FT-IR ve GC-MS
analizleriyle yapilmistir. Deney i¢in her biri 7 rattan olusan 7 grup olusturulmustur. Gruplar;
kontrol grubu, indometazin grubu (25mg/kg), lansoprazol (30mg/kg)+indometazin (25mg/kg)
grubu, sadece 500 mg ayva yaprag ekstresi grubu, indometazin (25mg/kg) ile ayva yapragi
ekstresinin {i¢ farkli dozunu (100, 250 ve 500 mg) alan gruplar olarak olusturulmustur. Tiim
maddeler belirtilen doz ve miktarlarda oral olarak verildikten 15 dakika sonra kontrol ve 500
mg ayva yapragi alan grup harig tiim ratlara indometazin uygulanmstir. Indometazin’ in
verilmesinden 6 saat sonra ratlar, anestezi altinda kalplerinden 5 ml kan alinarak Gtenazi
edilmis ve mideleri ¢ikarilmistir. Dokular histopatolojik olarak hematoksilen eozin ile
boyanarak degerlendirilmis, biyokimyasal olarak ise interlokin 1 beta (IL-1p), ve tiimor nekroz
faktor-alfa (TNF-a), diizeyleri ticari kit kullamlarak ELISA yontemiyle, malondialdehit
(MDA), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) glutatyon (GSH), miyeloperoksidaz (MPO)
ve glutatyon peroksidaz (GPx) diizeyleri spektrofotometrik yontemle belirlenmistir.

Bulgular: Kontrol ve 500 mg ayva yapragi grubunda midede herhangi bir harabiyet
gozlenmezken indometazin uygulanan ratlarin midelerinde % 5,56 harabiyet tespit edildi.
Indometazin ile birlikte Cydonia vulgaris (100mg/kg-250mg/kg-500mg/kg) uygulanan ratlarin
midesindeki yilizde harabiyet ise sirasiyla %2,07 %1,58 ve %0,1 olarak tespit edildi.
Indometazin uygulamasi, IL-1B, TNF o, MDA ve MPO diizeylerini artirirken, SOD, GSH ve

GPx diizeylerini anlamli derecede diisiirdii. Ote yandan, indometazin ile birlikte Cydonia

Xiv



vulgaris verilen ratlarin SOD, KAT, GSH ve GPx diizeylerinin kontrole gore arttigi, IL-1p,
TNF-0, MDA ve MPO diizeylerinin ise azaldigi goriildi. Biitlin parametreler birlikte
degerlendirildiginde 250 ve 500mg/kg dozlarin koruyucu etkili oldugu en etkili dozun 500
mg/kg Cydonia vulgaris oldugu belirlendi. Sadece 500 mg ayva yaprag: uygulanan grubun

mide dokularinda herhnagi bir toksik etki gortilmedi.

Sonug¢: Bulgularimiz, Cydonia vulgaris’in, indometazinin neden oldugu gastrik ilser ve

oksidatif strese kars1 koruyucu etkili oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Ayva yaprag ekstresi, Cydonia vulgaris, indometazin, Mide iilseri
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF PROTECTIVE EFFECT OF QUINCE LEAF (Cydonia vulgaris)
EXTRACT ON INDOMETHACYNE-INDUCED GASTRIC DAMAGE iN RATS

Tozoglu F. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Veterinary
Biochemistry Program, Doctorate Thesis, Aydin, 2024.

Objective: This study aimed to investigate the protective effects of quince leaf (Cydonia

vulgaris) extract on rats with experimental gastric ulcers.

Material and Methods: 49 male Spraque Dawley rats were used in this study. First of all,
Quince Leaves (Cyndonia vulgaris) were collected under suitable conditions, broken down with
liquid nitrogen and dissolved in ethanol. After the extraction process, the content determination
of the extract was made by FT-IR and GC-MS analyses. For the experiments, 7 groups of 7 rats
each were formed. The groups were composed of: the control group, the indomethacin group
(25mg/kg), the lansoprazole (30mg/kg) + indomethacin (25mg/kg) group, the group receiving
only 500 mg of quince leaf extract, and the groups receiving a combination of indomethacin
(25mg/kg) with three different doses of quince leaf extract (100, 250, and 500 mg). 30 minutes
after all substances were given orally in the specified doses and amounts, indomethacin was
administered to all rats except the control and 500 mg quince leaf groups. 6 hours after the
administration of indomethazine, the rats were euthanized under anesthesia by taking 5 ml of
blood from their hearts and their stomachs were removed. The tissues were evaluated
histopathologically after staining with hematoxylin-eosin, while biochemically, the levels of
interleukin 1 beta (IL-1PB) and tumor necrosis factor-alpha (TNF-o) were assessed using the
ELISA method with commercial kits. Additionally, levels of malondialdehyde (MDA),
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione (GSH), myeloperoxidase (MPO),

and glutathione peroxidase (GPx) were determined spectrophotometrically.

Results: In the control and 500 mg quince leaf groups, no gastric damage was observed,
whereas the percentage of gastric damage in rats treated with indomethacin was determined as
5.56%. However, in the groups treated with indomethacin in combination with Cydonia
vulgaris (at doses of 100 mg/kg, 250 mg/kg, and 500 mg/kg), the percentage of gastric damage
was found to be 2.07%, 1.58%, and 0.1%, respectively. Indomethacin administration increased
the levels of IL-1B, TNF-a, MDA, and MPO, while significantly reducing the levels of SOD,

XVi



GSH, and GPx. Conversely, rats administered Cydonia vulgaris with indomethacin exhibited
increased levels of SOD, CAT, GSH, and GPx compared to the control group, along with
decreased levels of IL-1B, TNF-a, MDA, and MPO. When all parameters were evaluated
together, it was determined that doses of 250 mg/kg and 500 mg/kg of Cydonia vulgaris were
protective, with the most effective dose being 500 mg/kg. No toxic effects were observed in the
gastric tissues of the group treated solely with 500 mg of quince leaf.

Conclusion: Our findings suggest that Cydonia vulgaris may have a protective effect against

indomethacin-induced gastric ulcer and oxidative stress.

Keywords: Cydonia vulgaris, Quince leaf extract, indomethacin, Gastric ulcer
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1. GIRIS

Gastrik ilser; mide mukozasinda gelisen, submukozaya kadar ilerleyebilen ve doku
kaybina neden olan bir hastaliktir. Midenin yiizeyine zarar veren etkenler ile intrinsik koruyucu
faktorler arasindaki denge bozuklugu gastrik iilserin sebeplerinden biridir (Boligon, 2014).
Midenin ylizey Ortiisiine zarar veren etkenler arasinda nonsteroid antiinflamatuar ilaglar
(NSAID), alkol, stres ve Helicobacter pylori(H:pylori) enfeksiyonu yer almaktadir. intrinsik
koruyucu faktorler ise bikarbonat, mukozal kan akimi, hiicresel yenilenme, mukus iiretimi,
biiylime faktorleri, azot monoksit ve prostaglandinlerdir (PG) (Abbas ve Sakr, 2013).
NSAII’lere bagl mide hasari bu ilag grubunun yaygin ve tehlikeli bir yan etkisidir. Bu etki ile
ortaya ¢ikan llser vakalar1 toplam gastrik iilser vakalarmin yaklagik %25'ini olusturur
(Adhikary ve digerleri, 2011). Indometazin (IND) deneysel calismalarda gastrik iilser
olusturmak icin sikga kullanilan bir NSAII’dir ve diger gurup iiyelerine gore gastrik iilser
olusturma potansiyeli daha yiiksektir (Suleyman ve digerleri, 2010). Gastrik tilserler, hastaligin
siddetine bagl olarak cesitli komplikasyonlar olusturabilir. Bunlar arasinda mide duvarinin
delinmesi, midede kanama, mide ¢ikiginin tikanmasi ve iilserin komsu organlara yayilmasi

sayilabilir (Kilicarslan ve digerleri, 2013).

Giinliimiizde ranitidin gibi histamin-2 (H2) reseptor blokorleri ve lansoprazol (LAN) gibi
proton pompa inhibitdrleri (PPI) gastrik asit salgisim azaltmak igin tercih edilmektedir (Araujo
ve digerleri, 2011). PPI’nin gastrik asit salmimimi engellemede Ha reseptdr engelleycilerine
gore daha etkili oldugu bilinmektedir (Mejia ve Kraft, 2009). Ancak, bu ajanlarin bir dizi yan
etkisinin bulunmasi, tedavideki temel dezavantaji olusturmaktadir (Araujo ve digerleri, 2011).
Bu sebeple giivenli, dogal ve daha etkili gastroprotektif ajanlara ihtiya¢ vardir. Gelismekte olan
iilkelerde, niifusun yaklasik ticte ikisinin resmi saglik kuruluslar1 disinda geleneksel ve yerel
yontemlere bagvurdugu ve birgok bitki bazli tedavi yontemini denedikleri tahmin edilmektedir.
Bu durum, bir¢ok bitkinin terapdtik kimyevi oOzelliklerinin arastirmacilar tarafindan
incelenmesine neden olmustur (Farnsworth ve Soejarto, 1991). Akut mide mukoza hasarlarinin
stk goriilmesi, yiiksek tedavi masraflari, ilag kullaniminda meydana gelen yan etkiler ve
kullanilan bu ilaglarin birbirleriyle etkilesimleri daha tolere edilebilir, giivenilir ve etkili

ajanlara duyulan ihtiyaci arttirmigtir. Bununla birlikte dogal iiriinlere yonelim de artmistir.



Ayva yapragi’nin (C. vulgaris) geleneksel olarak cesitli rahatsizliklarda kullanildig
bilinmektedir. Kullanim sekli farklilik gostermekle birlikte pek ¢ok rahatsizlikta faydasinin
gorildiigi rapor edilmistir (Fazeenah ve digerleri, 2019). Ayva, meyvesi ve yapraklari
degerlendirilen ¢ok yillik olan bir agactir. Cogunlukla Hazar Denizi gevresi, Tirkistan,
Anadolu'nun kuzeyi ve Iran’m kuzey-bat1 bélgelerinde yetisir. C. vulgaris geleneksel olarak
kaynatilarak oksiiriik, soguk alginligi, bronsit, karin agrisi, ishal, sinirlilik, uykusuzluk gibi
rahatsizliklara karsi kullanilmaktadir (Karimi ve digerleri, 2017). C. vulgaris’in ve
cekirdeklerinden elde edilen c¢esitli bilesenlerin antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir
(Costa ve digerleri, 2009). Ayva meyvesinden (C. ablonga) elde edilen fenolik bilesiklerin mide
koruyucu ozellikler sergiledigi hatta H. Pylori’ye karsi etkili oldugu tespit edilmistir
(Babarikina ve digerleri, 2011; Hamauzu ve digerleri, 2006). Ancak literatiirde C. vulgaris
ekstreleri ve metabolitlerinin antiiilser etkilerinin arastirildigi herhangi bir c¢alisma ya

rastlanamamaistir.

Bu arastirma ile C. vulgaris’in iilser lizerine olan potansiyel etkisi arastirilarak bu
konudaki 6nemli bir bilgi boslugu doldurulmaya ¢alisilacaktir. Bu tez ¢alismasinin ana hedefi
antioksidan potansiyele sahip oldugu bilinen C. vulgaris’in antiiilserojenik etkisinin olup
olmadiginin aragtirilmasidir. Etkili bulunmasi durumunda Ayva ihracatinda 6nemli s6z sahibi
olan iilkemizde C. vulgaris’in degerlendirilebilmesi i¢in 6nemli bir adim olacak ve gelecek

yillar i¢in uzun vadede iilkemizin ekonomisine destek saglanabilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mide Anatomisi

Bolgesel olarak karin iginde bulunan ve diyafram ile bagirsaklarin arasinda yer alan
mide sindirim sistemi organlarindan biridir. Sekil 1’de midenin anatomik kismlari

gosterilmistir. Bu kisimlar kardia, fundus, corpus, antrum ve pyloristir.
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Sekil 1. Midenin anatomik sekli

2.2. Midenin Yapis1

Mide, cesitli kas liflerinin olusturdugu bir yapiya sahiptir ve i¢ yiizeyi epitel hiicrelerinin
olusturdugu bir tabaka ile kaplidir. Bu kas lifleri ve epitel tabakasit midenin salgi ve emilim gibi
islevlerine katki saglar (Zhong ve Langrish, 2020).

Midenin yapisi histolojik olarak, disardan iceriye dogru su sekilde siralanir:

I.  Seroza: Midenin en dis katmanidir.

Il.  Uzunlamasina kas katmani



[1l.  Dairesel kas katman1

IV.  Submukoza: Midenin bu katmani gevsek yapili bag dokusundan olusur ve
sinirleri, lenfatik damarlar1 ve mideyi besleyen kan damarlarin1 barindirir.

V.  Mukoza: Midenin bu katmani, yiizeyde yer alan ve derin olmayan katlantilari

(plikalar) igerir. Mide bosaldikca, bu katlantilar daha da belirginlesir.

Mukoza ayrica sindirim enzimleri, mide asidi, mukuzal yap1 ve intrinsik faktor gibi

ekzokrin salgilar tireten tiibiiler bezler icermektedir (Zhong ve Langrish, 2020).
Mide bezlerinde farkli islevi olan dort hiicre yapisi vardir:

1.  Ana (Zimojen) hiicreleri: Bu hiicreler pepsinojen iiretirler.

2.  Parietal (Oksintik) hiicreleri: Bunlar mide asidi hidroklorik asit (HCI) ve
intrinsik faktor salgilayan hiicrelerdir.

3. Boyun mukus hiicreleri: Bu hiicreler mukus iiretimi yaparlar.

4.  Enteroendokrin hiicreler: Bu hiicreler histamin, enteroglukagon ve serotonin

salgilar (Fry, 2009).

2.3. Midenin Fonksiyonlar:

Midenin temel li¢ gorevi soyle siralanabilir:

1. Yenilen yiyeceklerin ge¢ici olarak saklanmasi,
2. Yiyeceklerin sindirimi baslatan mide 6zsuyu ile karistirilmasi,
3. Sindirilen gidalarin, emilim i¢in bagirsaklara uygun bigimde aktarilmasidir

(Zhong ve Langrish, 2020).



2.4. Midenin Fizyolojisi

2.4.1. Mide Salgis1 ve Fonksiyonlari

Midenin pilorus béliimiinde ¢ogunlukla mukus iireten hiicreler yer alir. Midenin diger
kisimlarinda; mukus salgilama ile gérevli hiicreler, mide asidi (HCI) iireten parietal hiicreler ve
sindirim enzimlerini salgilamakla gorevli peptik hiicreler yer alir. Mukoza hiicreleri kendilerini
stirekli yenileyebilen ve diizenli olarak kendini onaran bir yapidadir (Schubert ve Makhlouf,
1996).

2.4.1.1. Mukus Uretimi

Mideyi kaplayan mukus (miisin), hem yiizey hem de boyun mukus hiicreleri tarafindan
sentezlenir ve mide asidinin zararli olan ve hasar olusturan etkilerine kars1 bir koruma bariyeri
olusturur. Mukus, yiiksek molekiiler agirlikli glikoprotein yapisindadir ve belirli proteolitik

enzimler ve alkoller tarafindan ayristirilabilir (Kurata, 1989).

2.4.1.2. intrinsik Faktor Uretimi

Intrinsik faktdr, bir tiir glikoprotein olup pariyetal hiicrelerce salgilanan bir maddedir.
Bu faktdriin ana islevi ince bagirsakta vitamin B12'nin emilimine yardimc1 olmaktir. Intrinsik
faktoriin eksikligi veya otoimmiin nedenlerle islevini yitirmesi, anemiye yol agabilir (Szabo,
1987).



2.4.1.3. Mide Asidi (HCI) Uretimi

Mide asidi oldukg¢a fazla enerji tiiketilen bir siiregten sonra pariyetal hiicreler tarafindan
iretilir. Yaklasik bir litre mide 6zsuyu iiretmek i¢in 1200 kalori enerji harcanir. Asit iiretimi
icin karbondioksit (CO) gereklidir ve CO2 gazi ya hiicre i¢inden alinir ya da kan yoluyla
difiizyon ile saglanir. Hiicre igerisinde CO3, karbonik anhidraz enziminin katalizlemesi sonucu
karbonik asit olusturur. Ayni1 zamanda, hiicre i¢indeki suyun par¢alanmasindan sonra hidrojen
(H") iyonlar1 ve hidroksil (OH") iyonlar1 meydana gelir. H* iyonlari, salgi kanallarina
yonlendirilirken, OH™ iyonlar1 karbonik asitle reaksiyona girerek su ve bikarbonat liretir.
Meydana gelen bikarbonat, kanda bulunan klor ile aktif transport araciligiyla yer degistirir ve
salgilama kanalina gonderilir. Bu islem sonucunda olusan HCI mideye salinir. HCI’nin
gorevleri, inaktif pepsinojeni aktif pepsine doniistiirmek ve pepsin enziminin gerektirdigi pH

seviyesini saglamaktir (Hall , 2010; Schubert ve Makhlouf, 1996; Silverthorn, 2009).

2.4.2. Mide Sekresyonunun Kontrolii

Mide salgilart midenin bos oldugu durumlarda dahi sentezlenir ancak salgilanan miktar
oldukg¢a azdir. Salginin igeriginde az miktarda HCI ve pepsinojen yer alir. Bu salgi, bazal
sekresyon olarak adlandirilir. Yiiksek oranda salgi {iretimi ise sindirim siirecinde gerceklesir

(Schubert ve Makhlouf, 1996).

Mide asidi, pepsinojen, gastrin, histamin, somatostatin ve PG salinimi, sinirsel ve
hormonal mekanizmalar tarafindan iki asamali bir sekilde diizenlenir. Sinirsel kontrol
mekanizmasi ile baslayan salgilama hizla ger¢eklesir ama kisa siirer. Koklama ve gérme gibi
duyusal etkileyiciler vagus siniri araciligiyla mide sekresyonunu artirabilir. Bu etki vagus
sinirinin  salgiladig1 asetilkolin yoluyla gergeklesir (Rhoades, 1989). Bu diizenlemeler

genellikle ii¢ farkli evreye ayrilir:

1. Sefalik asama: Yiyecek tiiketiminden 6nce meydana gelen asamadir.
2. Gastrik asama: Yiyeceklerin tiiketilmesini takiben gerceklesen asamadir. Bu

durumda, midedeki bezler iki farkli sekilde aktive edilir.



a. Gida tiiketimi sonrasinda mide hacim olarak biiyiir ve bu durum gastrin
hormonunun iiretilmesine sebep olur. Dolasima karigan gastrin, midenin
fundus ve korpus bolgelerindeki bezleri uyararak salgi {iretimini artirir.

b. Bazi gidalar, 6rnegin kismen sindirilmis proteinler, etil alkol ve kafein,

mide salgilarinin miktarini artirma egilimindedir (Rhoades, 1989).

3. Intestinal asama: Duodenuma gegen besinlerin sindirimi ve absorpsiyonu,
bagirsak kokenli gastrin iiretimini artirabilir. Ozellikle parcalanmis proteinler,
bu intestinal gastrinin kana daha fazla karismasina ve boylece midenin
normalden fazla salgi iiretimine sebep olur. Ancak, duodenuma varan asidik
kimiis, sekretin ve kolesistokinin hormonlarinin iiretilmesini baslatir. Bu
hormonlar, kana karisip midenin kendisine ulastiginda salgiyr inhibe eder.
Ayrica, bazi durumlarda sekretin, azalmis olan pepsin diizeyini artirabilir. Mide
6zsuyunun pH diizeyi 2 'nin altina indiginde, gastrin salgilanmasi baskilanir. Bu
durum antrum mukozasinda pH diizeyinin asirt derecede diismesi sonucu

"somatostatin" adindaki inhibe edici hormonun iretilmesine yol acar (Porth,

2005).

2.5. Ulser

Ulser, mide ile duodenumda gelisen, birden fazla faktdre bagl olan, uzun siireli bir
inflamatuar durumdur. Bu rahatsizlia yol acan unsurlar arasinda mide asidinin asir1
salgilanmasi, mukoza bariyerinin koruyucu katmaninin hasar gérmesi, genetik egilim (kalitsal
faktorler), stres, aspirin ve IND gibi NSAII, H. pylori enfeksiyonu, Herpes simplex olarak
bilinen patojen (Tip 1/HSV-1) virtsler, tiitiin ve alkol tiiketimi bulunmaktadir (Langmead ve
Rampton, 2001).



2.5.1. Ulserin Epidemiyolojisi

Epidemiyolojik arastirmalar, peptik iilser hastaliginin kiiresel 6l¢ekte bir salgn gibi
biiyiimeye devam ettigini gostermektedir. Yillik olarak hekimler tarafindan teshis edilen peptik
tilser hastaliginin prevalans oranlar1 %0.10 - %0.19 arasinda degisirken, hastaneye yatis sonrasi
belirlenen peptik iilser hastaliginin oranlari %0.03 ile %0.17 arasinda degismektedir. Bir yillik
siire zarfinda hekimler tarafindan teshis edilen peptik iilser hastaliginin ortalama insidansi
%0.12 ile %]1.5 arasinda degismektedir. Ayrica, ayni bir yillik siire zarfinda hastaneye yatis
sonrasi belirlenen peptik {ilser hastaliginin orant %0.10 ile %0.19 arasinda degismektedir.
Mevcut veriler, pek ¢ok iilkede son on yil i¢cinde peptik iilser hastaliginin prevalansinda bir

azalma oldugunu gdstermektedir (Barchi ve digerleri, 2018).

Bu azalma, Ozellikle Bati Kkiiltiirlerinde H. pylori enfeksiyonunun azalmasina
atfedilmektedir. Bununla birlikte, Asya iilkelerinde durumun farkli olabilecegi gbz Oniinde
bulundurulmalidir. Giiney Kore'de yakin zamanda yapilanbir arastirma, mide tilserlerinde H.
pylori enfeksiyonunun zamanla artmakta oldugunu, duodenal iilserlerde ise H. pylori
kontaminasyonunun azalmakta oldugunu gostermistir (Graham ve digerleri, 2019). Peptik iilser
hastaliginin hekimler tarafindan teshis edilen vakalarin insidansini arastiran bir calisma sveg'te
gerceklestirilmistir. Mevcut arastirma, genel halk toplulugunu dogru bir sekilde temsil eden
kesitsel bilgileri kullanmistir. Hem semptomatik hem de asemptomatik peptik iilser hastalig
olan bireyleri kapsayan aragtirma; peptik ilser hastaligi i¢in %4.1'lik genel bir insidans orani
ortaya koymustur. Ayrica, teshis edilen tiim peptik tlserli bireylerin %19.5'inin teshis
edilmedigi bildirilmistir (Zubair ve Ahmad, 2019).

Mevcut arastirmalarin sagladigi veriler, onceki calismalarda belirlenen oranlarla
karsilagtirildiginda farkliliklar ortaya koymaktadir. Daha oOnceki g¢aligmalar, temel saglik
hizmetlerinde doktorlar tarafindan teshis edilen peptik iilser hastaligini ele almistir ve bu
hastaligin oranlar1 daha diisiik bulunmustur. Ancak bu arastirmalardan elde edilen veriler, bazi
peptik iilser hastalarmin heniiz teshis edilmedigini gostermektedir. Bu durum, ozellikle
semptomatik peptik iilser hastalari i¢in onemlidir. Semptomatik peptik iilser hastalarinda,
hastaligin ilk belirtileri arasinda bagirsak kanamasi gibi ciddi sorunlar vardir. Bu tiir bir
kanamanin, hastalarin yaklasik %10'unda 6liime yol agabilecegi bildirilmistir, ayrica hastaligin
tekrarlama ihtimali yiiksektir (Barrientos ve digerleri, 2014). Mevcut arastirmalar, son yillarda

peptik iilser hastaliginin tahmini gériilme sikliginda bir azalma oldugunu gdstermektedir.



2.5.2. Midenin Ulsere Kars1 Korunma ve Tsleyisi

Mukus katmani ve mide hiicrelerince iiretilen bikarbonat mide asidini etkisiz hale
getirmek i¢in mukusun {izerinde bir koruyucu tabaka olusturur. Bunun yani sira mide mukoza
hiicrelerince salinan PG’ler mukoza korumasinin kritik bir bilesenidir. Mide mukozasinin
savunma mekanizmasi; mukusun iizerindeki savunma, epitel hiicrelerinin savunmasi, epitel
hiicrelerinin altindaki savunma olarak ii¢ ana kategoriye ayrilabilir (Davenport, 1968;
Lichtenstein ve digerleri, 1995; Soll ve digerleri, 1991).

1. Preepitelyal Koruma: Midede mukozayr kaplayan ve koruyan mukus ve
bikarbonat salgilanir. Bu bikarbonat, epitelyum hiicrelerince iiretilir.
Asetilsalisilik asit, IND gibi NSAII, mide mukus salgilamasini baskilayabilir
(Lee ve digerleri, 1992). Kolinerjik ilaglar ve PG liimen igindeki asit miktarina
bagli olarak bikarbonat salgisini artirirken histamin ve gastrin kaynakli
salgilamay1 etkilemezler. Bu durumda, mide mukozasindaki NSAIii'ler,
bikarbonat salinimini azaltarak bu dengeyi bozabilirler (Lichtenstein ve
digerleri, 1995; Vane ve Botting, 1998).

2. Epitelyal Koruma Mekanizmasi: Cogu NSAIl mukoza bariyerini olusturan
hiicrelerin hiicre zar1 madde transfer 6zelligini degistirerek midede mukozal
hasara sebep olabilir. IND mide mukozasinda hem temel hem de diizenlenmis
mide s1vist salgisini artirarak zarar verebilir. PG ve benzeri maddeler mukozanin
negatif elektrik potansiyelini arttirarark H* iyonlarmmn geri difiizyonunu
azaltirlar (Davenport, 1968; Lichtenstein ve digerleri, 1995; Roth, 2011; Soll ve
digerleri, 1991).

3. Postepitelyal Dinamikler: Mukoza kan akisindaki azalma, hiicrelerin enerji
gereksinimini saglayan ATP diizeyinde azalmaya neden olabilir. Mukoza
hiicreleri arasindaki H* iyonu transferi kolayca gergeklesirken, IND gibi NSAII
mukozal kan damarlarin1 daraltarak kan akisini kisitlar ve iyon tagima islemini
yavaglatir. Boylece mide mukozasinda olusabilecek hasarin engellenmesi

zorlasir ve hasar gelisim orani artabilir (Lichtenstein ve digerleri, 1995).



2.5.3. Ulserin Risk Faktorleri

NSAII: Gastrik iilserlerin baslica sebebi NSAII kullanimidir. NSAII ile iliskili peptik
iilserler genellikle semptomsuzdur. Uzun siireli NSAII kullanan bireylerin yaklasik yarisinda
yiizeysel mide lezyonlari, petesi ve erozyon gibi bulgular goriiliir ve bu kisilerin %15-45'inde
endoskopik muayene ile belirlenebilen semptomsuz iilserler mevcuttur. Bunla birlikte, tim y1l
boyunca NSAII kullananlarin %1-4"inde ciddi mide-bagirsak komplikasyonlar1 gelisebilecegi

rapor edilmistir (Levine ve digerleri, 1991; Sokic-Milutinovic ve digerleri, 2007).

Helicobacter pylori (H. Pylori): Amerika'da yapilan ¢alismalar, duodenal iilser
vakalarinin %80'inin, gastrik iilser vakalarinin ise %60'tan fazlasinin H. pylori enfeksiyonundan
kaynaklandigini gostermistir. Ayrica, H. pylori ile kronik enfeksiyon gegiren kisilerin yalnizca
%20'sinde peptik tlser gelistigi belirtilmistir. H. pylori, bazi bireylerde asir1 asit salgilamasina
ve duodenal iilser olusumuna sebep olurken, bazilarinda ise mide atrofisi, bagirsak metaplazisi
ve kanser gibi durumlara neden olabilen bir paradoks olusturur. H. pylori, dokulara invazyon
yapmasa da giiglii bir inflamatuar ve immiin tepkiye neden olur. Ureaz enzimi vasitasiyla iire
molekiillerinin parcalanmasi sonucu amonyum kloriir ve monokloramin gibi zararli bilesenlerin

olusumu gergeklesir (Khan ve digerleri, 2009; Popovic ve digerleri, 2006).

Ayrica, fosfolipazlarin artis1 yoluyla yilizey epitel hiicrelerine zarar verir. H. pylori'nin
artirdig1 proteaz ve fosfolipazlar, gastrik mukusun gastroprotektif etkisine sahip glikoprotein-
lipid komplekslerini bozarak mukozal koruma mekanizmasini zayiflatir. Ayrica, H. pylori'nin
tirettigi vakuolizan toksin epitel hiicrelerine zarar verir. Bunlara ek olarak, H. pylori mide
asidini artirirken duodenumdaki bikarbonat tiretimini azaltir (Khan ve digerleri, 2009; Popovic

ve digerleri, 2006).

Alkol Tiketimi: Alkoliin mide {ilserinin olusum mekanizmasina dogrudan etkisi
bilimsel olarak kesinlesmemis olmakla birlikte alkolik sirozun peptik iilser goriilme sikligini
artirdigina dair gozlemler mevcuttur. Ayrica, alkoliin mide mukozasinda akut hasara yol actig1
da belirtilmistir. Bira ve sarap gibi i¢eceklerin mide salgilarini giiclii bir sekilde artirdigi ve
Ozellikle sarabin mide gastrin diizeylerini belirgin sekilde yiikselttigi rapor edilmistir

(Kilicarslan ve digerleri, 2013).
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Sigara Kullanimi: Sigara igen kisilerde icmeyenlere kiyasla peptik {ilser goriilme
ihtimali iki kat daha yiiksektir. Ayrica sigara kullanma siiresi ve tiiketim miktar ile &zellikle
gastrik iilser riski artis1 arasinda dogrudan bir iliski oldugu gozlemlenmistir. Sigara igenlerde
iilser alanlar1 genellikle daha biiyiik, iilserin iyilesmesi daha yavas ve tekrarlama olasilig1 daha
fazladir. Sigara igenlerde mide asitliliginin igmeyenlere gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Bunlara ilaveten sigara kullaniminin pankreatik bikarbonat salinimini azalttigi  ve
duodenogastrik reflilyii artirdigi gézlemlenmistir. Duodenal iilserli kisilerde anti-sekretuar
ilaglarin etkinligi azalirken bulbus bolgesinde asitlilik siiresi uzar. Nikotin; pepsin salgilanmasi,
duodenogastrik refliiyli, mide hareketliligini, serbest radikalleri, platelet aktive edici faktorleri
ve vasopressin diizeylerini artirirken, mide mukozasindaki kan akisini, PG sentezini, mukus ve

endotelin bliyiime faktorii tiretimini azaltir (Memik, 2003).

Beslenmenin Etkileri: Kahve, igerigindeki kafeine bagli olmaksizin mideye 6zgii asit
saliimini ve gastrin diizeylerini yiikselterek dispepsiye sebebiyet verebilir. Kahvenin bu etkisi
tilser olusumuna dogrudan neden olmasa da mevcut iilser belirtilerini siddetlendirebilir. Ayrica
kepegin mide asit yogunlugunu azalttigi ve pepsin miktarmi diislirdiigli gézlemlenmistir.
Kirmiz1 biberdeki kapsaisinin de afferent sinirleri uyararak mide mukozasinin kan akisini

artirdig1 ve bu durumun mideyi koruyucu etkisi oldugu belirtilmistir (Bures, 2004).

Stresli Yasam Big¢imi: Kisilik bozukluklari, pesimist tutumlar, hipokondriak egilimler
ve asirt bagimlilik gibi 6zelliklere sahip kisilerde peptik iilser vakalarinin daha yaygin oldugu
bildirilmistir. Bunun yaninda, duygusal durumlarin mide salgilarin1 ve mide fonksiyonlarin
etkiledigi, midenin asidini artirdig1 ve serum gastrin ile pepsinojen diizeylerini belirgin sekilde

yiikselttigi gézlemlenmistir (Shiotani ve Graham, 2002).

2.5.4. Nonsteroid Antiinflamatuar Ilaclarin (NSAII) Indiikledigi Ulser

2.5.4.1. NSAiI’nin Genel Etki Sekilleri

NSAII; siklooksijenaz (COX) enzimini inhibe ederek ve PG sentezini &nleyerek
analjezik, antipiretik ve antiinflamatuar etkiler sergilemektedir. Yangi durumunda PG,
seratonin, bradikinin, histamin benzeri maddelerin salgilandigi ve bu maddelerin agrinin ortaya

¢ikmasindan sorumlu oldugu bilinmektedir (Vane, 1971).
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NSAIil'ler, endojen ve egzojen maddelerin hipotalamus icerisindeki 1s1 diizenleme
merkezine olan etkilerini engelleyerek antipiretik 06zelliklerini sergiler. Bu ilaglarin,
hipotalamustaki 1s1 diizenleme noktasinda, arasidonik asitten prostaglandin (PG) sentezini
bloke ederek viicut sicakliginin diisiiriilmesine katkida bulunduklar1 varsayilmaktadir (Kaya,
2015). Inflamasyonun gerceklestigi bolgedeki kizariklik, 6dem, yerel sicaklik artis1 ve 16kosit
gocli gibi reaksiyonlarin, tromboksan ve prostaglandin (PG) gibi maddelerden kaynaklanmasi
sebebiyle, bu bilesenlerin sentezinin inhibe edilmesi inflamatuar reaksiyonlarin hafifletilmesine
olanak taniyacaktir. Buna ilave olarak, yangili kisimlardaki hiicrelerin lizozomal zarlarinda da
bozulma gériilmektedir. NSAII yang1 6nleyici etkilerini lizozomal zarlara direng kazandirarak

saglamaktadirlar (Kurumbail, 2001).

2.5.4.2. Nonsteroidal Anti inflamatuvar flaclar (NSAII)’mn Yan Etkileri

NSAIi'lerin uzun siireli ve dnerilen dozlarin iizerinde kullanilmasi halinde baz1 advers
etkilerin ortaya ¢ikabilecegi rapor edilmistir. Ozellikle, NSAil'lerin dozaji, ¢esidi ve kullanim
stiresi gibi faktorlerden en fazla etkilenen organ sisteminin gastro-intestinal sistem oldugu
belirtilmistir. Bu ilaglarin en fazla karsilasilan yan etkileri bulant1 ve kusma olup mukozal {ilsere
kadar sebep olabilecek diizeyde gastro-intestinal hasara yol agabildikleri bilinmektedir
(Kurumbail, 2001).

2.6. Indometazin (IND)

Yapisinda metil grubu bulunduran ve indol asetik asit tiirevi olarak bilinen IND
(C19HsCINO4) NSAIl grubunun bir iiyesidir. pKa degeri 4,5 olan, beyazsar1 renkte, suda
¢oziinmeyen, alkoldeki ¢6ziinmesi 20 mg/ml olan kristal yapida bir toz halindedir (Kaya, 2015).
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Gastrointestinal sistem iizerinden hizla emilir ve biyoyararlanim orani %100'diir. Oral
yolla alindiktan sonra, aglik durumunda plazmadaki maksimum konsantrasyonuna 1,5 saat
icinde ulasir. Zay1f organik asit niteligi nedeniyle, plazma proteinlerine yaklasik %90 oraninda
baglanma o6zelligi gosterir. Karacigerde glukuronik asit ile baglanarak metabolize edilir ve
metabolitleri idrar ve safra yoluyla viicuttan atilir. Tendinit, romatoid artrit, osteoartrit, sinovit,
ankilozan spondilit, bursit, gut artriti gibi inflamasyonla iliskili hastaliklarin tedavisinde tercih
edilir (Lucas, 2016).

COX-1 ve COX-2 enzimlerini inhibe eden IND, PG sentezini kuvvetli bir sekilde dnler
(Adinortey ve digerleri, 2013). IND’nin yang giderici tesirinden COX-2 gastrointestinal toksik
tesirlerinden ise COX-1 enzim inhibisyonunun sorumlu oldugu bilinmektedir (Suleyman ve
digerleri, 2010). COX-1 ve COX-2 enzimlerinin etkinlesmesiyle arasidonik asit, prostasiklin,
PG'ler ve tromboksan gibi maddelere doniisiir. Bu maddeler, viicutta inflamasyon (iltihap), diiz
kaslardaki tonus (gerginlik) ve tromboz (kan pihtilasmasi) gibi c¢esitli biyolojik etkiler
olusturur. COX-1 hemen hemen tiim hiicrelerde bulunan bir enzimdir ve sadece gastrointestinal
mukozanin zarar gérmesini 6nlemekle kalmaz, aym1 zamanda renal homeostaz1 saglar ve
trombositlerde dogrudan rol oynayan prostanoidlerin baslica onciisii olarak islev goriir. COX-
1 tarafindan sentezlenen prostaglandinler (PG'ler), mide mukozasin1 koruyarak iilser
olusumunu engeller ve tromboksan A2 tiirevi araciligiyla trombosit agregasyonunu destekler.
Ote yandan, COX-2, inflamasyon, agr1 ve atesle iliskili prostaglandinlerin iiretilmesini tetikler

(Saad ve Mathew, 2021; Jahnavi ve digerleri, 2019).

IND kullanimu, 6zellikle ileri yas ve ¢oklu hastaliklar bulunan bireylerde ilag kaynakli
morbiditenin énemli bir nedenidir. IND' lerle iliskilendirilen baslica advers etkiler arasinda
gastrointestinal sistem sorunlari (gastrik iilser, kanama, mide tahrisi, gastrit), kardiyovaskiiler
sistem sorunlar1 (miyokard enfarktiisli, iskemik kalp hastalig1), iiriner sistem (akut bobrek
yetmezligi) ve deri-mukoza sistemine ait reaksiyonlar yer alir. Bu yan etkiler, genellikle COX
izoenzimlerinin inhibisyonundan kaynaklanir ve doza bagimli bir nitelik tasir (Gwee ve

digerleri, 2018).

Notrofiller tarafindan reaktif oksijen tiirleri (ROT) salgilanir. Bu durum damarlarda
hasara yol agarak mikrosirkiilasyonu bozar ve kan akigini azaltir. IND oksidatif fosforilasyonu
dogrudan engelleyerek mitokondriyal membranda elektron transferini azaltirken sitokrom c'nin
salmimin artirir. Béylece ROT’ler olusarak mukozal hasar meydana gelir (Winterbourn ve
digerleri, 2016).
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En giiclii nonsteroidal antiinflamatuar ilaglardan biri olarak kabul edilen IND’nin, aym
smiftaki diger ilaclarla karsilastirildiginda ratlarda mide mukozasinda daha ciddi hasara neden
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle IND kaynakli mide iilseri modeli, rat ve fareler gibi deneysel
hayvan c¢alismalarinda gastroprotektif etkileri arastirmak i¢in yaygin olarak kullanilan bir
modeldir (Isnain ve digerleri, 2022; da Silva ve digerleri, 2018). Ayrica IND kaynakli gastrik
tilserlerin indiiklenmesi ile ilgili mekanizmalar hakkindaki aragtirmalar; siklooksijenazin
baskilanmasi, gastrik mukozal antioksidan sistemin bozulmasi, PG’lerin diizensizligi ve gastrik

mukozada inflamasyonun provokasyonuna dayandirilmistir (Balaha ve digerleri, 2022).

2.7. indometazin (IND) ve Ulser Iliskisi

IND, aspirin ve ibuprofen gibi NSAIl'ler mide iilserinin en yaygin ikinci nedenidir.
NSAIll'lerin, COX yolu iizerinden PG, tromboksan ve prostasiklinlerin sentezini bloke ederek
iilser olusumuna yol actig1 bilinmektedir. NSAli'lerin COX'u inhibe ederek PG iiretimini
azaltmasi, gastrik mukozada hasara neden olur (Ardoin ve Sundy, 2006). Prostaglandinler
(PG'ler), mide mukoza biitiinliigliniin korunmasinda kritik roller oynarlar; bunlar mukus ve
bikarbonat salgilanmasini tesvik etme, mukozanin kan akisini stirdiirme ve mukozal hiicrelerin

yenilenmesini diizenleme islevlerini igerir.

Bunun yani sira, lipid peroksidasyonu, dokularin oksidatif hasar1 ve apoptoz gibi siirecler,
NSAIl kullanimindan kaynaklanan mide zararmin olusumuna katkida bulunan diger
faktorlerdir. NSAII’inlerin bu dzelliginden faydalanarak membran lezyonu ve buna bagl mide

iilseri olusturmak i¢in IND veya aspirin kullanilir (Fulga ve digerleri, 2019).
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2.8. inflamasyon ve Ulser Tliskisi

Gastrik tlserde iilser bolgesindeki makrofajlarin ve l16kositlerin gé¢ ve adezyonunda
artis gozlenir. Bu hareketleri ile makrofajlar, niikleer faktor kappa-B (NF-kB) transkripsiyonel
diizenleme yolunu kullanarak tiimor nekroz faktor-a (TNF-a), interlokin-6 (IL-6) gibi
proinflamatuar sitokinleri salgilayarak gastrik iltihapli bolgelerde 16kosit miktarini ve bunun
tasinimini diizenler. TNF-a, IL-1B, IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlerin asir1 salgilanmasi
sonucunda doku hasar1t meydana gelir. Bu nedenle mide iilseri olusumunda proinflamatuar

sitokinlerin salinim1 ve NF-kB sinyal yolunun uyarilmasi 6nemlidir (Kang ve digerleri, 2014).

NF-kB, bagisikligin yanitlarin1 diizenleyen hayati bir transkripsiyon etkenidir. Normal
sartlarda NF-«xB, sitozolde inhibitor proteini olan kB'ye bagli olarak pasif bir durumdadir.
Ancak ROT ve inflamatuar sitokinler gibi ¢esitli uyaricilara yanit olarak kB proteini fosforile
olur ve etkisiz hale gelir. Aktif hale gelen NF-kB, ¢ekirdege tasinir ve proinflamatuar
mediatorlerin transkripsiyonel aktivasyonunu baglatir. Bu siire¢ midenin hassas dokusuna zarar
verebilme ihtimali yiiksek olan proinflamatuar yapilarin birikmesine yol agabilir (Wu ve
digerleri, 2018).

2.9. Oksidatif Stres ve Ulser liskisi

Oksidatif stres, mide iilseri patogenezinde 6nemli bir faktordir. ROT iiretimi; hiicrelerin
cogalmasi, farklilagsmasi, apoptoz ve yaslanma gibi farkli fizyolojik siirecleri etkiler.Ayni
zamanda viicuttaki homeostazin bozulmasina ve oksidatif stresin tetiklenmesine neden olan

faktor durumundadir (Contreras-Zentella ve digerleri, 2017).

ROT kaynakli oksidatif hasarlar ve anjiyogenez (azalmis damar olusumu) nedeniyle
hiicre cogalmasi durur ve mide iilseri gelisebilir. ROT'nin lipid peroksidasyonunu artirmasi ve
antioksidanlarin azalmasi mide iilseri patogenezine katki saglar. Mide mukozasi hem enzimatik
hem de enzimatik olmayan antioksidan mekanizmalarla korunmasina ragmen oksidatif stresin
zarar verici etkilerine karsi hassas olabilir. ROT tarafindan tetiklenen hiicresel ve molekiiler
mekanizmalarin  anlagilmas1  oksidatif stresin yol ag¢tifi mide {lseri tedavilerinin
gelistirilmesinde biiyiikk bir 6neme sahiptir (Bhattacharyya ve digerleri, 2014; Contreras-
Zentella ve digerleri, 2017).
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Calismalarda stres, etanol ve NSAII destegi ile olusturulan akut mide lezyonlarmin
patogenezinde oksijen radikallerinin 6nemli bir etkiye sahip oldugu ortaya konulmustur
(Pozzoli ve digerleri, 2007; Son ve digerleri, 1996). Yiikselen ROT diizeylerine ek olarak COX
inhibisyonuna bagli meydana gelen PG eksikligi ve mide kan dolasimindaki bozulma mide
asidi, safra tuzlar1 ve etanoliin neden oldugu zarari artirmaktadir. Bu hasarlarin gelisiminde
ROT'lerin yol agtig1 tahrip edici etkiler, bircok organizmada ayrintili sekilde incelenmistir
(Bami ve digerleri, 2017; Cao ve digerleri, 2021).

2.10. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

2.10.1. Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksit iyonunun radikal hali olan OH' radikali en aktif reaktif tiirlerden biri olarak
kabul edilir ve yalnizca 9-10 saniyelik yarilanma dmriine sahiptir. OH" radikali, bilhassa ¢oklu
doymamis yag asitlerine, protein ve DNA’lara kars1 son derece agresif bir radikal olarak taninir.
Buna ek olarak, OH" radikalinin biyolojik olarak en belirgin zararinin lipid peroksidasyonu
oldugu bilinmektedir (Aruoma, 1997; Giilgin, 2012; Diplock ve digerleri, 1998).

Viicutta olusan serbest radikal etkisi hiicre zarinda bulunan ¢oklu doymamis yag asidi
zincirlerinden atomik olarak bir H*’nin alinmasiyla lipid peroksidasyon siirecini tetikler. Bu
asamada yag asidinin yapisi lipid radikaline doniisiir. Lipit peroksidasyonu, zarar verici bir
zincirleme tepkime olusturarak dogrudan hiicre zarina zarar verebilir ya da dolayli bir sekilde

reaktif olan aldehit tiirlerinin olusumunu tetikleyerek diger hiicre yapilarina zarar verebilir.

Bu durum cesitli hastaliklarin ve dokusal hasarlarin ortaya ¢ikmasina neden olabilir (Basaga,

1990; Giilgin, 2012; Murray, 1996).

Lipid peroksidasyonu alkanlar, alkoller, hidroksi yag asitleri gibi ¢esitli yapilar lireten
bir dizi kimyasal tepkimeyi baslatir ve aldehitler gibi farkli bilesiklerin olusmasina sebep olur.
Olusan bu aldehitler, oksidatif hasar1 artirma potansiyeline sahiptir. Sekil 2’ye gore, lipid
peroksidasyonun son iiriinii olan malondialdehit (MDA), uzun Omiirlii olusu ve yiiksek
reaktifligi sayesinde proteinler, niikleik asitler, karbonhidratlar ve diger biyomolekiiller
lizerinde zararlar olusturabilir ve bu zararlar genellikle irreversibeldir (Del Rio ve digerleri,

2005; Gilgin, 2007).
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Malondialdehin

Sekil 2. Lipit peroksidasyonunun ilerleyisi (Del Rio ve digerleri, 2005; Giilgin, 2007)

2.10.2. Hidrojen Peroksit (H202)

Molekiiler oksijene ekstra elektronlar eklenmesi sonucu olusan hidrojen peroksit (H202)

eslenmis elektronlara sahip oldugundan serbest radikal smifina girmez. Fakat kuvvetli

oksidasyon ozellikleri sergiler.

O2+2¢+2H" mmmmp H.0;
0, +e+2H" =) H0,

H202 hemoglobinde ‘hem’ olarak bilinen grupta bulunan demir ile etkileserek aktif
demir tiirlerini olusturur. Bu demir formu son derece gii¢lii oksidatif 6zelliklere sahiptir ve bu
0zelligi sayesinde hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi serbest radikal reaksiyonlarini
tetikleyebilir (Giilgin, 2007, 2012).
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2.10.3. Singlet Oksijen (1O2)

Singlet molekiiler oksijen (*O2) ¢ok giiclii bir oksitleyicidir. Etkisi kimyasal ve biyolojik
siireglerde 6nemlidir. Ornek olarak boyar maddeyle duyarli hale getirilmis lipidlerin,
proteinlerin ve niikleik asitlerin foto-oksitlenmesi, viriislerin ve hiicrelerin fotodinamik
inaktivasyonu, kanser fototerapisi, kanserojenlik, eritrositlerin hemolizi, insan derisinin zarara

ugramasi ve gidalarin bozulmasi gibi siire¢lerde etkilidir (Moan ve Wold, 1979).

Molekiiler oksijenin orbitallerindeki bir elektronun enerji kazanmasi sonucu, kendi spin
yonselligini tersine cevirerek 1O, adi verilen bir duruma gelir. Oz hiicre membranindaki
doymamig yag asitlerini etkileyerek lipid peroksidlerinin olusum siirecini tetikler (Giilgin,

2012).

2.10.4. Siiperoksit Radikali (02 )

Molekiiler diizeydeki oksijenin elektron kazanarak indirgenmesi sonucu siiperoksit
radikali (O2-") meydana gelir. Canli organizmalardaki enzimatik ve enzimatik olmayan
siireclerle meydana gelen bu oksijen radikali en sik rastlanan ve hizli bir sekilde olusan oksijen

formudur (Halliwell, 1989).
Or+e =y (O

Bu oksijen radikali siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan hizla H2O>'ye
cevrildigi i¢in genellikle oksidatif hasara yol agmaz. Kullandigimiz oksijenin yaklasik %1-
3'tintin Oz~ olusturdugu tahmin edilmektedir (Giilgin, 2012; Meister, 1986).

2.11. Antioksidan Koruma Mekanizmalari

Antioksidanlar serbest radikal zincir reaksiyonlarmi baslamasi veya yayilmasini
engelleyerek diger molekiillerin oksidasyon siireglerini yavaslatan veya durduran bilesenlerdir

(Velioglu ve digerleri, 1998).
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Serbest radikaller siirekli olarak olusurken viicudumuz, siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR), gibi endojen enzim olan
antioksidan yapilar; glutatyon (GSH), tiyoredoksin, melatonin gibi enzimatik olmayan
antioksidanlar ve a-tokoferol (vitamin E), askorbik asit , mineral yapilar (¢inko, manganez,
selenyum, bakir, demir) karotenoidler gibi eksojen antioksidanlarla birlikte ¢aligarak ROT’un
zararl etkilerine kars1 koruyucu bir sistem olusturur (Johnson ve Atchison, 2009). Bu maddeler
insan bedeninde serbest radikallere ve ROT’lere kars1 koruma gorevi yaparlar (Giilgin, 2004;
Lai ve digerleri, 2001). Ayrica gidalarin oksidasyonunu 6nleyen maddeler olarak da yaygin
olarak kullanilirlar (Giilgin ve digerleri, 2005; Giilgin, 2004). Antioksidanlarin iki ana
kategorisinde bulunan enzimatik olan ve enzimatik olmayan bu maddeler serbest radikal

olusumunu baskilarlar (Giilgin, 2012).

2.12. Enzimatik Antioksidan Yapilar

2.12.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD olarak bilinen bu enzim oksidatif stresin énemli bir biyolojik belirteci olan
antioksidan enzimidir ve O2-’yi molekiiler diizeydeki Oz ve H202’ye doniistiirmede kritik bir
rol oynar (Kirict, 2017). SOD oksiradikal olusumunu etkili bir sekilde engelleyen 6nemli bir

enzimdir (Kandemir ve digerleri, 2017).
202+ 2H" =y H,0; + Oy

KAT, SOD enzimi ile birlikte oksidatif hasar1 daha etkili bir sekilde onleyebilir. SOD
enzimi KAT enziminin katkisiyla olusan radikallerin fenton reaksiyonu ile ortamdan
uzaklastirilmasma katki saglayabilmektedir. SOD enziminin katalitik tepkimesi sonucunda

tiretilen H20», ortamda bulunan katalaz tarafindan etkisizlestirilir (Mao ve digerleri, 1993).
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2.12.2. Katalaz enzimi (KAT)

KAT biyolojik organizmalart ROT’lerin zararlarindan koruyan ve diizenlenebilen bir
enzimdir (Ozcan ve digerleri, 2004). Genellikle farkli hiicre tiplerinde bulunan KAT
peroksizom ad1 verilen hiicresel organellere yerlesir ve H.O2’yi O™ ve suya ¢eviren katalitik bir

rol oynar (Amorim ve digerleri, 2002; Anitha ve Rajadurai, 2014).

KAT enziminin ana islevi dzellikle H2O2, metil ve etil hidroperoksitler grubundaki
kiiciik molekiilleri indirgemek ve noétralize etmektir. Bu enzim karaciger, kemik iligi, bobrek,
mukozal zarlar ve kan gibi viicudun farkli bélgelerinde yiiksek oranlarda bulunur (Akkus, 1995;
Frew, 1984; Kirkman ve digerleri, 1999).

2.12.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Sitoplazmada yer alan GPx enziminin yapisinda dort adet selenyum atomu
bulunmaktadir (Margis ve digerleri, 2008). Hiicrenin yapisini ve iglevselligini koruyan GPx
(Piorunska-Stolzmann ve digerleri, 1999; Usharani ve Vasudevan, 2016), lipid peroksidasyon
olaymin hem baglamasina hem de ilerlemesine engel olurken, hiicre i¢indeki H2O> miktarini

azaltmaktadir.

Mekanizmasi Sekil 3’te gosterildigi gibi reaksiyonun sonucunda oksitlenmis glutatyon
(GSSG) meydana gelir. Antioksidan sistemin savunmasinin devami i¢in GSSG'nin tekrar
indirgenmis GSH formuna doniistiiriilmesi gerekir. GPx'in hiicre i¢indeki dagilimi, GR
enzimine baghdir. Bu iki enzim de sitoplazmada en yiiksek miktarda bulunan enzimlerdendir

(Brigelius-Flohé, 1999).
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Sekil 3. Oksidatif strese karsi enzimatik savunma mekanizmasi

(SOD: Siiperoksit dismutaz, KAT: Katalaz, GP: Glutatyon peroksidaz, GR: Glutatyon rediiktaz, G6PD: Glukoz
6-fosfat dehidrogenaz, G6P: Glukoz 6-fosfat, 6PGL: 6-Fosfoglukano-y-lakton)

2.13. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

2.13.1. Glutatyon (GSH)

GSH suyla ¢oziinebilen bir tripeptit olup glisin, sistein ve glutamin amino asitlerinin
birlesmesi sonucu meydana gelir (Townsend ve digerleri, 2003). GSH dokular1 ve organlari
reaktif oksijen tiirlerinin zararh etkilerinden koruma gorevini iistlenir. O2-", H2O2 ve membran
protein tiyol gruplar1 gibi serbest radikal cesitlerinin temizlenmesinde 6nemli role sahiptir

oynar (Bursal ve digerleri, 2013; Bursal ve Giilgin, 2011).

GSH ayni zamanda GPx enziminin substrati olarak islev goriir (Cabi ve Basu, 2012).

Hiicre proteinlerinin indirgenmis durumda kalmasmi saglayan disiilfit-stilfhidril degisim

reaksiyonlarinda gorev alir. Ozellikle belirli oksidaz reaksiyonlar1 sonucu olusan H.O2'nin

temizlenmesine katki saglar. GSH eksikligi durumunda H2O; birikmeye baslar. Istenen GSH

diizeyleri GSSG’un GR enzimi tarafindan indirgenmesi neticesinde saglanir. GSH diizeyleri
dengelenmis olur (Montgomery, 2000).
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2.13.2. Enzimatik Olmayan Diger Antioksidanlar

Askorbik asit, a-tokoferol, melatonin ve beta-karoten en yaygin bilinen antioksidanlar
arasinda yer alir (Caliskan ve digerleri, 2016). Ek olarak, bazi hallerde bilirubin, albumin,
seruloplasmin, firik asit, sistin, strojenler, laktoferrin, kreatinin ve transferrin gibi gesitli
bilesikler serbest radikaller karsisinda koruma saglayici etkiye sahip olabilirler (Stahl ve Sies,
1997).

2.14. Ulseri Baskilayan Ajanlar

Tedavi yaklagimi peptik ilser i¢in ¢ok onemlidir. Bu sebeple dinlenme, 6zel diyet
uygulamalari ve ilag tedavisi gibi kritik faktorlere dikkat edilmelidir (Akdemir, 2005; Kahan,
2005; Ozkan, 2003). Ana hedefler agrmin hafifletilmesi, ilserin iyilestirilmesi, tekrarin

Onlenmesi, olas1 yan etkilerin azaltilmasi ve hastanin tedaviye uyumunun saglanmasidir.

Peptik iilser tedavisinde kullanilan ilaglar genellikle etkileyen faktorleri kontrol etme,
koruyucu faktorleri giiglendirme ve H. pylori'yi temizleme amaci giider. Ayrica, peptik {ilserin
tedavisine katkida bulunan mide ve duodenumdaki lezyonlarinin tekrarlamasini engelleyen bir
dizi 6nlem bulunmaktadir. Diyet, alkol ve sigara kullanimina iliskin olarak, kati kurallar yerine
kiginin toleransina dayali olarak belirli gidalarin diyetten ¢ikarilmasi tavsiye edilir (Akdemir,
2005; Ozkan, 2003). Peptik iilserin ilag ile tedavisinde ise PPI’ler basta olmak iizere, antiasitler,
antimuskarinik ve antikolinerjik ilaglar, H> reseptor antagonistleri, antibiyotikler, PG analoglari

ve bizmut tuzlar1 kullanilir (Akdemir, 2005; Cevikbas, 2000; Kahan, 2005).

2.14.1. Proton Pompa Inhibitorleri (PPI)

PPI benzimidazol tiirevi olan ve gastrik asit iiretimini azaltan antiiilseratif ila¢ sinifin1
temsil eder. Giiniimiizde yaygin olarak kullanilan antiiilseratif PPI ajanlar; lansoprazol (LAN)
basta olmak tiizere, pantoprazol, esomeprazol, omeprazol ve rabeprazoldiir. Bu ilaglar paryetal
hiicrelerin proton pompasi olarak bilinen H-K ATPaz'i engelleyerek etki gosterirler (Lew,
1999).

22



PPI'lerin iilserleri énleme ve mideyi koruma yeteneginin arkasindaki mekanizma,
oksidatif doku hasarin1 ve nétrofil infiltrasyonunu Onleme yetenegiyle baglantilidir. Bu,
PPI'lerin iilserlere kars1 etkinligi ile reaktif oksijen tiirlerini (ROT) azaltma ve antioksidan
aktivite arasindaki dnemli baglantiy1 gdsterir (Ragheb ve digerleri, 2009). Ayrica uzun siire PPI
kullanimi1 gastrin seviyesinde yiikselme, H. pylori enfeksiyonunun riskinin artmasi ve B12
vitamini eksikligi gibi yan etkilerin olugmasinda etkili olduklar1 diistiniilmektedir (Laine ve
digerleri, 2000).

2.14.2. Ayva Yaprag (Cyndonia vulgaris) ve Meyvesi (Cyndonia ablonga)

Meyve ve sebzelerin yemek aligkanliklarimiza gokga dahil edilmesi, basta kalp ve
damar hastaliklar1 ile kanser gibi bir¢ok rahatsizligin 6nlenmesinde kritik bir rol oynar. Bu
faydalar, meyve ve sebzelerin icerisinde bol miktarda bulunan fenolik bilesikler, askorbik asit,
E vitamini ve karotenoidlerle iliskilidir (Oliveira ve digerleri, 2008). Zengin meyve igerigine
sahip bir beslenme tarzinin, niikleik asitlerde meydana gelen oksidatif hasar1 azaltarak kansere
sebep olacak riskleri onledigi belirtilmektedir (Vinson ve digerleri, 2001). Ayva (C. ablonga)
bilinen en eski meyvelerden biridir.Roma ve antik Yunan donemlerine dayanan yetistirilme
tarihi vardir. Adimi Girit'teki Cydon sehrinden alan ayva, bugiin Canea olarak adlandirilan
bolgeden gelir (Ozgagiran, 2004). Ayva, antioksidan ve antibakteriyel dzellige sahip onemli
biyoaktif bilesenleri igeren, biitge dostu bir meyvedir (Oliveira ve digerleri, 2008).

Diinya ayva tiretiminde yillik 101,000 ton {iretim ile Cin birinci sirada iken Tirkiye
95,395 tonluk iiretimiyle ikinci siradadir. Ugiincii sirada bulunan iilke ise 55,000 tonluk iiretim
ile Ozbekistan’dr. Bu iilkeleri sirasiyla Iran ve Arjantin izlemektedir. Tiirkiye, kiiresel ayva
tiretiminde yaklasik %19,86'lik bir paya sahiptir (Giil ve digerleri, 2006). Son 20 yilda tilkemiz
ayva iiretiminde %87,5'lik biiyiik bir arti kaydetmistir (Ozgagiran, 2004). Diinya ayva

tiretimindeki oncii iilkeler ve iiretim miktarlar1 Sekil 4’te gdsterilmistir.
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Tarimsal iiretimde verim ve kalitenin arttirilmasi en 6nemli hedeftir (Othman ve
digerleri, 2022). Ancak tarim sektorii i¢in temel zorluk gevresel etkiyi azaltma ve dogal
kaynaklar1 gelecek nesiller i¢in korumanin yani sira artan kiiresel niifusu beslemektir. 2050

yilinda diinyanin artan niifusunun gida talebini %60 oraninda artiracagi 6ngoriilmektedir.

Siirdiirtilebilir tarima gecis, ekonomi i¢in tarimin hayati 6neme sahip olmasi, hizli sanayilesme
ve niifus artis1 nedeniyle 6zel zorluklarla karsi karsiya oldugundan dolay1 6nemlidir (Arhin ve

digerleri, 2024; Othman ve digerleri, 2022).

Ayva Tiirkiye'nin birgok bolgesinde rahatlikla yetistirilebilen bir meyvedir. Ayvanin
diger meyvelere gore sofralik olarak tercih edilme orani1 daha diisiiktiir. C. ablonga yetistiriciligi
genellikle diger meyve tiirleriyle birlikte karma bahgelerde gergeklestirilir. Ozellikle Kocaeli,
Sakarya, Bilecik gibi illerimizde bu tiir bahgelere sik¢a rastlanir (Agikgdz ve Poyraz, 2006)

C. ablonga genellikle yiiksek asidik igerigi, kaba dokusu ve taze tiikketim zorlugu
nedeniyle ¢cogunlukla jole veya recel haline getirilerek kullanilmaktadir (Silva ve digerleri,
2003). Giiniimiizde meyve suyu liretiminde sikg¢a tercih edilen C. ablonga nektar tiretiminde de
kullanilmaktadir. C. ablonga ve regeli ile yapilmis antioksidan aktivite ve fenolik icerigi
belirlemeye yonelik bir¢ok ¢aligma bulunmaktadir (Karadeniz, 2005; Silva ve digerleri, 2003).
C. ablonga icerisindeki temel fenolik bilesenler; posa fraksiyonunda rutin, 4-O-kafeoilquinik,
3-O-kafeoilquinik, 3,5-dikafeoilquinik, 5-O-kafeoilquinik asitleri ve kuersetin 3-galaktozittir.
Meyvenin hamur kisminda kamferol-3-glukozit ve kamferol-3-rutinozit gibi fenolik bilesenler
bulunmaktadir. Toplam fenolik madde miktarlari, meyve hamurunda 11,7 ila 268,3 mg/kg
arasinda degismektedir. Meyvenin 6z kisminda ise bu miktarin 1738,6 mg/kg degerinde oldugu
tespit edilmistir (Silva ve digerleri, 2005).

Tiirkiyedeki ayva (C. ablonga) ¢esitliligi, diger popiiler meyveler olan armut ve elma
gibi meyvelerle karsilagtirildiginda sinirlidir. Ciinkii C. ablonga yetistiriciligi yeterince on
planda degildir. Tiirkiye'nin en bilyiik C. ablonga iiretim bolgesi olan Marmara, 6zellikle
"Esme" adli tinlii C. ablonga ¢esidi ile bilinir (Karakaya ve Balta, 2021). C. ablonga kendine
0zgl lezzete ve aromaya sahiptir. Ayrica yliksek pektin igerigi nedeniyle jelatindz bir yapi
olusturabilir, bu da 6zellikle regel yapiminda tercih edilir. C. ablonga’nin yiiksek tanin igerigi
meyveye hafif bir acilik katar. Bu ozellik taze tiiketim sirasinda lezzetini etkileyebilir
(Ozgagiran, 2004).
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Mineraller, vitaminler ve karbonhidratlar bakimindan zengin bir gida kaynagidir.
Ozellikle Vitamin C ve ayrica énemli bir mineral olan potasyum yéniinden zenginligi, lifli

yapistyla birlesince, bu besin 6gesi biiyiik bir deger tasir (Moreira ve digerleri, 2008).

Ayva (C. ablonga)’nin bilesimi Tablo 1’de verilmistir. Ayva, iceriginde gesitli organik
asitleri barindiran bir meyve tiiridiir. Bu meyve, malik, oksalik, sitrik, askorbik, fumarik ve

kinik asit olmak tizere farkli organik asitleri barindirir.

Bu baglamda, oksalik asit 3,4 mg/kg, sikimik asit 17,4 mg/kg, fumarik asit 0,2 mg/kg,
askorbik asit 63,4 mg/kg, sitrik asit 186,2 mg/kg, olmak tizere, Kinik ve malik asitlerin toplami
11064,6 mg/kg seviyesinde belirlenmistir. Kinik ve malik asit, s6z konusu organik asitler
arasinda Onemli bir yer tutarak, toplam organik asit igeriginin yaklasik %97,61'ini
olusturmaktadir (Silva ve digerleri, 2002). Ayva yapragi (C. vulgaris) ile yapilan ¢aligmalarda
caymin rahatlatici, antipiretik (ates diistirticii), oksiiriikk kesici ve ishal onleyici 6zellikleri
bildirilmistir (Oliveira ve digerleri, 2008). Sekil 4’te Tirkiye’nin diinyada C. ablonga

tiretimindeki yeri gosterilmistir.
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Tablo 1. Ayva meyvesinin bilesimi (Oliveira ve digerleri, 2008)

Bilesen Miktar Birim
Su 83.8 g
Enerji 57 kcal
Protein 0.4 g
Toplam yag (lipid) 0.1 g
Kiil 0.4 g
Karbonhidrat (fark ile) 15.3 g
Toplam diyet lifi 1.9 g
Kalsiyum (Ca) 11 mg
Demir (Fe) 0.7 mg
Magnezyum (Mg) 8 mg
Fosfor (P) 17 mg
Potasyum (K) 197 mg
Sodyum (Na) 4 mg
Cinko (Zn) 0.04 mg
Bakir (Cu) 0.13 mg
Selenyum (Se) 0.6 ug
Vitamin C 15 mg
Tiamin 0.02 mg
Riboflavin 0.03 mg
Niasin 0.2 mg
Pantotenik asit 0.081 mg
Vitamin B-6 0.04 mg
Toplam folat 3 ug
Vitamin A 2 ng
Doymus yag asitleri toplami1 0.01 g
Tekli doymamus yag asitleri 0.04 g
Coklu doymamis yag asitleri 0.05 g
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Sekil 4. Diinya ayva iliretimindeki oncii iilker ve yillik iiretimleri
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

Bu calisma, Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dalinda yiiriitiilmiis, hayvan deneyleri ise Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Merkezinde gerceklestirilmisgtir. Calismaya baslanmadan o6nce Aydin Adnan Menderes
Universitesi Hayvan Deneyleri (AYDIN ADU-HADYEK) Etik Kurulu’ndan onay alinmistir
(Onay N0:64583101/2021/153). C.vulgaris’in ekstraksiyon islemi ve kimyasal analizleri ise
Bilecik Seyh Edebali Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde (BARUM) yapilmustir. Biyokimyasal analizlerin bir kismi Atatiirk Universitesi
Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda gerceklestirilmistir.

3.1.1. Ayva Yapraklarmin (C.vulgaris) Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Calismada kullanilandigimiz ayva yapraklari, Bilecik bolgesinin cografi olarak taninmis
ayva agaclarindan meyve verdigi donemde el ile toplanmistir. Resim 1°de ¢alismada kullanilan
ayva yapraklari (C. vulgaris) gosterilmistir. Toplanan C. vulgaris’ler dogal yontemlerle
yetistirilmis ve hagere koruma kimyasallarina maruz birakilmamis olanlardan 6zenle se¢ilmistir

(Tarim ve Orman Bakanligi, 2021).
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Resim 1. Ayva yapragi (Cyndonia vulgaris) ve meyveleri

3.1.2. Deney Hayvanlar: ve Bakim Kosullari

Bu arastirma i¢in Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Birimi’nden yaklasik 10 haftalik ve ortalama 180-220 gram agirhiginda 49 adet
erkek Sprague Dawley rat saglanmistir. Ratlar deney siiresince 22 °C sicaklik ve % 40-60 nispi
nem oranina sahip odalardaki seffaf polikarbon kafeslerde, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik
kosullarda tutulmustur. Hayvanlara standart rat yemi ve ¢esme suyu verilmistir. Deney

hayvalarinin yasam ortami Resim 2’de gosterilmistir.
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Resim 2. Deney hayvalarinin yasam ortami

3.1.3. Kullamilan Cihazlar ve Ekipman

Sogutmal1 Santrifiij (Hettich Zentrifugen, Mikro 200 R)

Mikroskop

Teflon Baslikli Homojenizator (IKA Overhead Stirrer)

Modiiler Inkiibatér Chamber

Otomatik Pipetler (2-20 ul, 20-200 pl, 5-50 pl, 100-1000 pul)

Dijital PH Metre (Denver Model 225)

Calkalayicili Su Banyosu: Memmert

Falkon Tiip

Distile Su Cihazi (Niive NS 112)

96’11 ve 6’11 Plaka
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Mikropipet (1000, 200, 10 uL)

Manyetik Karistirici: Heidolph MR 3001
Spektrofotometre

Isik Mikroskobu (marka-model)

Celik Mikser (Ogiitiicii)

Pipet Ucu (1000, 200, 10 pL)

Doner Buharlastirici (Evaporator)

Hemositometre

Steril Filtre

Vorteks

-80° Derin Dondurucu

Farkli Hacimlerde Beher Glas (Isolab)

Isitmali Manyetik Karistirict (Niive MK 418)
Sarjli Pipetor

Dikey Tiip Karistirict (P Selecta)

Pens, Cerrahi Makas, Cerrahi Eldiven, Insiilin Enjektorii
Farkli Boyutlarda Deney Tiipii (Isolab)

Buzdolab1

Farkli Hacimlerde Balon Joje (Isolab)
Homojenizator

ELISA Okuyucu

(GC-MS) Shimadzu Gas Chromatograph Plus QP 2010 Ultra
Hassas Terazi

ELISA Okuyucu (Optic Ivymen System, Ispanya)
Ependorf Tiipti (1,5 ml’lik, Isolab)

FT-IR Perkin Elmer / Spectrum 100



3.1.4. Kullamlan Kimyasallar

EDTA

Sodyum Karbonat

Kloroform

Trikloro Asetik Asit

MDA

Sodyum Piruvat

Amonyum Siilfat

Tiobarbitiirik Asit

Formaldehit Formol

Hidroklorik Asit

Potasyum Dihidrojen Fosfat

Potasyum kloriir

Tris Tamponu, Sodyum Fosfat Dibazik (Sigma S-9763)
Sodyum Fosfat Dibazik Dihidrat (DSP)
Biyotin, PBS Homojenat Tamponu

Fosfat Tamponu Cozeltisi (PBS)

Etanol, Dihidrojen Fosfat (Merck 104936)
Indometazin (Endol Kapsiil, 25 Mg Deva ilag)
Lansoprazol (Lansor Kapsiil, 30 Mg Sanovel Ilac)
Hematoksilen Ve Eozin

Serum Fizyolojik

Sodyum Kloriir (Sigma S-9625) Ve Potasyum
DTNB

Ksilol
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3.2. Yontem

3.2.1. Ayva Yapraklarmmn (C. vulgaris) Ekstraksiyonu ve Icerik Analizi

3.2.1.1. Ayva Yapraklarmn (C. vulgaris) Ekstraksiyonu

Ayva yapraklar toplandiktan sonra temizlenerek -8 °C derecede saklandi. Sonrasinda
bu yapraklar sivi azot kullanilarak havanda 6giitiildii ve toz forma doniistiiriildii (Roman ve
digerleri, 2012). Daha sonra etanol iginde ¢oziilerek, 40 °C sicaklikta 72 saat boyunca
calkalayicida tutuldu (Cacace ve Mazza, 2003). Etanolde ¢oziinmiis C. vulgaris oziiti,
evaporatdrle islenerek etanolden arindirildi ve yogunlastirildi. Bu siirecte, karisim 1sitilarak
etanol buharlastirildi ve konsantre C. vulgaris ekstresi elde edildi. Boylece etanol icermeyen,
yiiksek konsantrasyondaki C. vulgaris oziitii hazirlanmis oldu (Taufig, 2023). Ekstraksiyon

isleminin basamaklar1 Sekil 5’te sematize edilmistir.
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Ayva yaprag 6rneklerinin toplanmasi

Orneklerin s azota dayanikh celik mikserde parcalanmas

Siv1 azot yardmmyla parcalanmns orneklerin toz hali

Toz orneklerin etanolde ¢éziilerek 72 saat kanstirilmas:

Evaporatér ile c¢oziiciiniin uzaklastinlmas:

Elde edilen saf ayva yapragi ekstrakti

Sekil 5. Ayva yapragi ekstraksiyonunun islem basamaklari
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3.2.1.2. Ayva Yaprag (C. vulgaris) Ekstresinin GC-MS Analizi

C. vulgaris ekstresinin bilesenleri, GC-MS yontemiyle belirlendi. GS-MS analizi Resim
3’te gosterilen Shimadzu Gas Chromatograph Plus QP 2010 Ultra cihazinin HP-5 MS kilcal
kolonu (30 m x 0,25 um) kullanilarak gergeklestirildi. Bilesenlerin tespiti i¢in 70 eV'lik bir
elektron iyonizasyon kaynagindan yararlanildi ve tasiyict gaz olarak helyum, dakikada 1 mL
akis hiziyla kullanildi. Enjektor ve MS transfer hattinin sicakliklari, sirasiyla 220 °C ve 290 °C
olarak belirlendi. Isitma programi kapsaminda kolon sicakligi ilk ii¢ dakika i¢in 50 °C'de sabit
birakildi, sonrasinda dakikada 3 °C artigla 150 °C'ye ¢ikarilarak 10 dakika boyunca bu diizeyde
muhafaza edilerek hizli bir sekilde dakikada 250 °C'ye kadar yiikseltildi. Numune, proliz
tinitesinden 10 mikrogramlik bir miktar kullanilarak otomatik ve boliinmemis enjeksiyon
yontemiyle sisteme verildi. Bilesenlerin tanimlanmasi, alikonma siirelerinin karsilastirilmasi ve
GC-MS veritabani ile literatiirdeki standartlarla yapilan kiitiiphane eslestirmeleri {izerinden

gerceklestirildi (Silva ve digerleri, 2003).

Resim 3. GC-MS Shimadzu Gas Chromatograph Plus QP 2010 Ultra cihazi
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3.2.1.3. Ayva Yapragi (C. vulgaris) Ekstresinin FT-IR Analizi

Numuneler ¢ozelti haline getirildikten sonra, Resim 4’te gosterilen ATR modiiliine
sahip Perkin Elmer / Spectrum 100 markali aygitin Zn/Se kristal yiizeyine 10 mikrolitre
damlatildi. ATR-FTIR spektrometre cihazi kullanilarak, 4 cm™ ¢oziiniirliikte ve dort kez
tekrarlanan taramalarla, 4000 ile 400 cm™ arasindaki dalga boylarinda dlgiimler optimize edildi

ve spektral analiz tamamland: (Baltacioglu ve digerleri, 2015).

Resim 4. Perkin Elmer / Spectrum 100 ATR-FTIR spektrometre cihazi
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3.2.2. Indometazin (IND) ile Ulser Modeli Olusturulmasi

Arastirma, her birinde 7 sican bulunacak sekilde rastgele belirlenmis 7 farkli grup

lizerinden tasarlandi. Deney gruplar:
Grup 1: Kontrol grubu: Uygulama yapilmayan saglikli ratlar (7 adet)
Grup 2: Sadece IND verilen ratlar (7 adet)
Grup 3: IND ve LAN verilen ratlar (7 adet)
Grup 4: 500mg/kg C. vulgaris verilen ratlar (7 adet)
Grup 5: IND ve 100 mg/kg dozda C. vulgaris verilen ratlar (7 adet)
Grup 6: IND ve 250 mg/kg dozda C. vulgaris verilen ratlar (7 adet)
Grup 7: IND ve 500 mg/kg dozda C. vulgaris verilen ratlar (7 adet)

Deneysel uygulama prosediiric Guidobono ve digerlerinin uyguladigi yonteme gore
yapildi (Guidobono ve digerleri, 1997). Deney protokoliine gore, tiim hayvanlar 16 saat
boyunca ag birakildi. Daha sonra, her gruptaki ratlara gavaj yolu ile C. vulgaris ekstresi verildi.
Bu ekstrenin dozlar literatiir ile uyumlu sekilde 100 mg/kg, 250 mg/kg ve 500 mg/kg olarak
belirlendi (Kianifard ve digerleri, 2016). LAN igeren pozitif kontrol grubuna, 30 mg/kg dozda
LAN gavaj yoluyla verildi (Parvan ve digerleri, 2017). Kontrol grubundaki saglikli ratlara ise
herhangi bir islem yapilmadi.

Tim maddeler oral yolla verildikten 15 dakika sonra, kontrol grubu ve C.vulgaris
500mg/kg grubu hari¢ diger tiim ratlara oral olarak 25 mg/kg IND uygulandi (Parvan ve
digerleri, 2017). IND uygulamasindan 6 saat sonra anestezi altinda kan &rnekleri alinarak

Otenazi islemi gergeklestirildi.

3.2.3. Deney Hayvanlarinin Midelerinin Alinmasi, Makroskobik ve Mikroskobik Olarak

incelenmesi

Ratlarin mideleri ¢ikarilarak, biiylik kurvatiir boyunca kesildi ve serum fizyolojikle
temizlendikten sonra gozlenen makroskobik degisiklikler kaydedildi ve fotograflari ¢ekildi.
Ulser alanlarmin sayisi ve boyutlari belirlendi. Ulser alanlarmin boyutlari bir biiyiiteg ve 6l¢iim

cetveli yardimiyla ol¢iildii.
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Mide dokusundan alinan Grnekler, histopatolojik incelemeler i¢in %10 formaldehit
icinde 24 saat boyunca sabitlendi. Daha sonra 6rnek dokular kiigiik parcalar halinde doku
kasetlerine yerlestirildi ve 6-8 saat boyunca akan su altinda yikandi. Doku 6rnekleri, klasik
metodlar kullanilarak alkol ve ksilol serileriyle islendikten sonra parafin bloklarina yerlestirildi.
Bloklardan 5 um kalinliginda kesitler alind1 ve normal lam iizerine yerlestirilerek histopatolojik
degerlendirme igin hazirlandi. Bu kesitler eozin ve hematoksilen ile boyandiktan sonra, 151k
mikroskobuyla incelendi ve mikroskop altinda dijital fotograflar ¢ekilip bilgisayar ortamina
aktarildi.

3.2.4. Doku Orneklerinin Homojenizasyonu

Ratlarin mide dokulari, serum fizyolojik ile yikanip kurutulduktan sonra agirliklari
hassas bir Ol¢iim cihazi ile belirlendi ve daha sonra par¢a parga ayrilarak -80°C'deki
dondurucuda muhafaza edildi. Coziilen doku 6rneklerine, agirliklarinin on kat1 miktarda Tris
tamponu (50 mM, pH 7.8, 6.057 g Tris + 500 mL distile su) eklenerek homojenizator
kullanilarak karistirildi. Daha sonra, 6rnekler 3500 rpm'de 10 dakika siireyle santrifiij edilerek

elde edilen siipernatant, biyokimyasal, oksidatif ve antioksidatif analizler i¢in ayrildi.

3.2.5. Biyokimyasal Analizler

3.2.5.1. Dokuda Protein Tayini

Mide dokularinin protein tayini Bradford metodu ile yapildi. Analizde protein
miktarinin 6l¢timiinde tercih edilen Commassie Brillant Blue G-250 boyasi kullanildi. Bu boya,
negatif yiik tagiyan bir renk reaktifidir ve proteinlerin pozitif yiiklerine baglanir. Boyanin
kirmizi ve mavi olmak tizere iki formu vardir, kirmizi formun Amax degeri 465 nm iken mavi
formun Amax degeri 595 nm'dir. Proteinlerin bu boyaya baglanmasi, kirmizi formun
mavilesmesine neden olur. Protein Sl¢iimii icin, 0.100 gr Commassie Brillant Blue G-250
%095'lik etanolde 50 mL olarak eritildi ve bu ¢ozeltiye %85'lik fosforik asit 100 mL eklenerek

hazirlandi. Daha sonra bu karigimin hacmi distile su ile 1 litre tamamlandi (Bradford, 1976).
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Protein miktarini nicel olarak belirlemek amaciyla, standart sigir albumin ¢ozeltisinden
her biri 1 mg/mL protein igeren tiiplere sirastyla 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 uL
eklenerek ¢esitli konsantrasyonlarda standartlar hazirlandi. Tiim tiiplerin hacmi, distile su ile
0,100 mL'ye tamamlandi. Daha sonra her bir tiipe, 5 mL Commassia Brillant Blue G-250
boyama reaktifi eklendi ve vorteks cihaziyla karstirildi. Karistmin 10 dakika siireyle
bekletilmesi ardindan, absorbans degerleri 595 nm dalga boyunda koére gore olgiildii. Kor

numune i¢in, ayni tampondan 0,1 mL ve 5 mL renklendirici reaktif karigimi kullanildi.

Dokulardan protein tayini igin ise, 10 pL 6rnek + 90 pL distile su + 5 mL Commassia
Brillant Blue G-250 reaktifi karistirilarak, 10 dakika sonunda 595 nm dalga boyunda absorbans
degerleri okundu. Elde edilen absorbans degerleri standart egriye gore protein miktarini

belirlemek icin kullanildi.

3.2.5.2. IL-1p Diizeyinin Belirlenmesi

Doku homojenatinda interlokin 1-p diizeyini 6lgmek igin SunRed Biotechnology
Company tarafindan iiretilen Rat Interlokin 1-p ELISA Kit (Katalog No: 201-11-0120Ra)
kullanildi. Doku homojenati, hiicre kiiltiirii slipernatanti, plazma, serum ve diger biyolojik
stvilarda rat Interlokin 1-B 6l¢iimii amaciyla iiretilen bu kitin standart egri aralig1 25-8000 pg/L

duyarliligr ise 20,118 pg/L2dir.

Doku homojenatinda interlokin 1-B analizini gergeklestirmek i¢in asagidaki adimlar,

kitin direktiflerine uygun olarak izlendi:

1. Doku homojenatlar1 ve tiim reaktifler oda sicakliginda 15 dakika bekletildi ve boylece

uygun sicakliga getirildi.

2. Seri diliisyon yapilarak 4800 pg/L, 2400 pg/L, 1200 pg/L, 600 pg/L, 300 pg/L ve 150

pg/L konsantrasyonlarinda olmak iizere 6 adet standart hazirlandi.

3. Numune kuyucuklarina 40 uL. doku homojenati ve 10 pL biyotinlenmis Rat interlokin
1-B antikoru eklenirken, standart kuyucuklarina ise 50 puL standart eklendi.

4. Kor disinda tiim standart ve numune kuyucuklarina 50 pL streptavidin-HRP eklendi ve
37°C'de 60 dakika inkiibasyona alindu.
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5. Inkiibasyon sonrasinda, 30 kat seyreltilmis yikama soliisyonundan 300 pL kullanilarak

bes defa yikama islemi gergeklestirildi.

6. Tim kuyucuklara sirasiyla 50 pL substrat soliisyonu A ve B eklendi ve ardindan
37°C'de 10 dakika boyunca karanlikta inkiibasyona alindi. Bu siirecte mavi renk

olusumu gozlemlendi.

7. 10 dakikalik inkiibasyonun ardindan tiim kuyucuklara 50 pL stop soliisyonu eklendi ve

mavi rengin sartya dondiigi gézlemlendi.

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

kullanilarak absorbans degerleri dl¢iildii.

Standartlardan elde edilen absorbans degerleri kullanilarak olusturulan ve R? degeri
0.9911 olan absorbans-konsantrasyon grafikleri Sekil 6°da sunulmustur. Standart egrisinden
elde edilen bu grafiklerin yardimiyla, doku homojenatlarinin interlokin 1- konsantrasyonlari

pg/L birimine gore belirlenmistir.
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4 Parameter (y = (& - D) 7 (1 + (x/C)"B) + D)
A=8.4184 B=-06220 C=1029.9617 D=-0.1295,K R-Square = 0.9911

Sekil 6. Interlokin 1-B standart egrisi
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3.2.5.3. TNF-a Diizeyinin Belirlenmesi

Doku homojenatinda TNF-a diizeyini 6lgmek i¢cin SunRed Biotechnology Company

tarafindan tiretilen Rat TNF- a ELISA Kit (Katalog No: 201-11-0765Ra) adli ticari ELISA Kkiti

kullanildi. Bu kit, doku homojenati, hiicre kiiltiirii siipernatanti, plazma, serum ve diger

biyolojik sivilarda rat TNF-a 6l¢limii i¢in tasarlanmustir. Standart egrisi araligi 8-1000 ng/L ve

duyarhilig1 5,127 ng/L'dir. Bu 6zellikler, TNF-a diizeylerini hassas bir sekilde tespit etmek icin

kitin kullanilabilecegini gosterir.

Asagidaki adimlar, kitin direktiflerine uygun olarak doku homojenatinda TNF-a

analizini ger¢eklestirmek icin izlendi:

1.

2.

Standartlar, numuneler ve tiim reaktifler oda sicakligina getirildi ve hazirlandu.

Seri diliisyon yapilarak 640 ng/L, 320 ng/L, 160 ng/L, 80 ng/L, 40 ng/L, 20 ng/L
konsantrasyonlarinda olmak iizere 6 adet standart hazirlandi. Standart kuyucuklarina 50

uL standart eklenerek islem tamamlandi.

. Numune kuyucuklarina 40 pL numune ve 10 pL TNF-a antikoru eklendi.

Tiim standart ve numune kuyucuklarina, kor harici kuyucuklar disinda, 50 pL
streptavidin-HRP eklenerek kuyucuklar kapatildi ve 37°C'de 60 dakika boyunca inkiibe
edildi.

Her bir kuyucuk, bes kez yikanmak iizere 300 uL yikama soliisyonu kullanilarak

yikandu.

Kor, standart ve numune kuyucuklarina her birine elliser pL substrat soliisyonu A ve B
eklenerek, mavi renk olusumu gozlendi. Kuyucuklarin iizeri kapatilarak 37°C'de 10

dakika siireyle karanlikta inkiibe edildi.

Her kuyucuga 50 pL durdurma soliisyonu eklenerek, mavi renk sariya doniistii. 10
dakika icinde, BIO-TEK PowerWave XS mikroplate okuyucu cihazinda 450 nm dalga

boyunda absorbans degerleri 6lciildii.

Standartlarin absorbans degerleri kullanilarak elde edilen ve R? degeri 0,9999 olan

absorbans-konsantrasyon grafigi Sekil 7°de sunulmustur. Bu grafik temel alinarak numunelerin

TNF-alfa konsantrasyonlar1 ng/L biriminde belirlendi.
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4 Parameter (v = (A - D) 7 (1 + (x/C)"B) + D)
A=0.1444 B=1.9703 C=99.9669 D=16623, R-Square =0.9999

Sekil 7. TNF- a standart egrisi

3.2.5.4. MDA Diizeyinin Belirlenmesi

Hazirlanan homojenatta malondialdehit (MDA) aktivitesi Ohkawa ve arkadaslarinin

1979 yilinda yayimlanan ¢aligmasindan tarif edilen manuel yonteme gore Sl¢iilmiistiir
Prensip:

Diisik pH kosullarinda ve tiyobarbiitirik asit (TBA) varlifinda 1sitildiginda bir
cozeltideki lipid igeriginin neden oldugu reaksiyon, 532 nm dalga boyunda maksimum bir pik
yaratir. Bu islem, stabil bir kirmizi-pembe renk meydana getirir, ki bu, malondialdehit (MDA)
ile iki TBA molekiiliiniin reaksiyonu sonucu ortaya cikan kromojenik bir tepkimeden
kaynaklanir. MDA bir boliimii lipid peroksidasyonu esnasinda serbest kalir, ancak
cogunlugu asitleme islemi sonrasi gerceklestirilen 1sitma ile lipit peroksitlerinin ayristirilmasi

sirasinda olusur.

Kullanmillan Ayiraclar:

42



%30'luk HCI'den 2,07 ml, tiyobarbitiirik asit (TBA)'dan 0,37 g ve triklorasetik asit (TCAA)'dan

15 g alinarak, 100 ml distile su ile karistirilarak soliisyonlar hazirlandi.
Deney Prosediirii:
Mide dokusundan MDA diizeyi 6l¢iimii agagidaki adimlari igerir.
1. Oncelikle, 300 ul homojenat ile 600 pl stok karisimi bir araya getirildi.
2. Bu karisim, 20 dakika boyunca kaynatildi.
3. Ardindan, kaynatma isleminden sonra buzlu su ile hizla sogutuldu.
4. Sogutma islemi tamamlandiktan sonra, kariggm 3000 rpm'de 10 dakika boyunca
santrifiij edildi.
5. Son olarak, santrifiij isleminden sonra karigim spektrofotometrede 532 nm dalga
boyunda havaya kars1 okutuldu.
Hesaplama:

Spektrofotometrede tepit edilen absorbans degerleri, ekstinksiyon katsayisi [ XA535= 1,56 X
105 M-1 cm-1 (nmol/mg)] ile garpilarak hesaplandi ve sonuglar mmol/mg protein biriminde
sunuldu (Ohkawa ve digerleri, 1979).

3.2.5.5. SOD Diizeyinin Belirlenmesi

Hazirlanan homojenatta SOD aktivitesi Sun ve digerlerinin 1988 yilinda yayimlanan

caligmasindan tarif edilen manuel yonteme gore ol¢tilmiistiir.
Prensip:

Enzimatik bir reaksiyon sirasinda olusan siiperoksit radikallerinin, nitrobluetetrazolium
(NBT) gibi bir bilesigi indirgeme yetenegi, numunede bulunan siiperoksit dismutaz (SOD)
tarafindan engellenir. Bu yontem, siiperoksit radikallerinin xantin-oksidaz enzimatik
reaksiyonuyla iretildigi bir ortamda gergeklesir. Olusan siiperoksit radikalleri, NBT ile
reaksiyona girerek formazon adi verilen bir bilesik olusturur, bu da 560 nm'de maksimum
absorbans gosterir. Eklenen SOD enzimi, liretilen radikallerin dismutasyona ugramasina neden
olarak NBT'nin rediiksiyon reaksiyonunu yavaslatir; bu da spektrofotometre ile OSlgiilen
absorbans degerini azaltir. Sonu¢ olarak, formazon olusumunun inhibisyonuyla siiperoksit
dismutaz (SOD) miktar1 dolayli olarak belirlenir.
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Kullanmilan Ayiraclar:
1. Kloroform, analiz saflig1 i¢in kullanildi.
2. Absolut etanol, analiz saflig1 i¢in kullanilda.

3. Sodyum Kkloriir (NaCl), potasyum kloriir (KCIl), disodyum hidrojen fosfat
(Na2HPO4.2H,0) ve potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO,) toplamda 8.06 g, 0.201 g, 12.636
g ve 0.2 g miktarlarinda olmak iizere bir litre tridistile su icerisinde ¢oziildii. Elde edilen

¢ozelti pH seviyesi 7.4'e ayarland1 ve fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi elde edildi.

4. 3 mmol/L konsantrasyonunda ksantin stok ¢ozeltisi hazirlamak i¢in, 23 mg ksantin
(CsHaN4O2) 50 ml'lik bir balon joje igerisinde 5 ml 0,1 N sodyum hidroksit (NaOH) ile
hafifce 1sitilarak ¢oziildii. Daha sonra, distile su eklenerek hacim 50 ml'ye tamamlandi ve

kullanilmadan 6nce 10 kat sulandirildi.

5. 0,6 mmol/L konsantrasyonunda etilendiamintetraasetik asit (EDTA) c¢ozeltisi
hazirlamak i¢in, 0,233 g EDTA (dihidrat) bir litrelik balon joje igerisinde distile su ile

¢oziilerek hacim bir litreye tamamlanda.

6. 0,15 mmol/L konsantrasyonunda Nitroblue tetrazolium (NBT) ¢ozeltisi hazirlamak
icin, 30,75 mg NBT 100 ml'lik bir balon joje i¢inde distile su ile ¢dziindii ve hacim distile

su ile 250 ml'ye tamamlandi.

7. 400 mikromol/L konsantrasyonunda sodyum karbonat (Na2CQ3) ¢ozeltisi hazirlamak
i¢in, 10,5 g sodyum karbonat bir balon joje i¢inde distile su ile ¢oziildii ve hacmi 250 ml'ye

tamamlandi.

8. 0,8 mmol/L konsantrasyonunda bakir kloriir (CuCly) ¢ozeltisi hazirlamak i¢in, 26,75
mg bakir kloriir bir balon joje igine eklenerek, hacim distile su ile 250 ml'ye tamamlandi. Bu

¢Ozelti kullanima kadar +4 °C'de saklandi.

9. Ksantin oksidaz enzimi ¢dzeltisi hazirlama igslemi gerceklestirildi. Bu siiregte, 20
U/ml aktivite diizeyine sahip ksantin oksidaz enziminden 20 umol alinip, 2 ml 2 M amonyum

stilfat soliisyonu ile birlestirildi.

10. Reaktif karisiminin hazirlik siireci gergeklestirildi. Bu siiregte, 20 adet tiip analizi i¢in
gerekli olan 100 ml'lik bir erlenmayere, ilk olarak 20 ml 10 kat seyreltilmis ksantin stok
¢ozeltisi ilave edildi. Ardindan, sirasiyla 10 ml EDTA ¢6zeltisi, 10 ml NBT ¢ozeltisi, 6 ml
sodyum karbonat ¢ozeltisi ve 3 ml sigir serum albiimini ¢ézeltisi eklenip, karigimin tamamen

homojen hale gelene kadar karistirma islemi yapildi.
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Deney Prosediirii:
1. Kor ve test tiiplerine 2,45 ml reaktif karisimi kondu.
2. Kor tiipiine 0,5 ml bidistile su eklenerek karistirildi.

3. Eritrosit hemolizatindan 1 ml alinarak iizerine 0,3 ml kloroform ve 0,5 ml etanol

eklenerek 3000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi.

4. Santrifiij islemi sonrasinda tistte bulunan berrak kisimdan 0,5 ml alinarak test tiipiine

kondu.
5. Her iki tiipe de 50 pl ksantin oksidaz enzim ¢ozeltisi eklenerek karistirildi.
6. Tiipler, 20 dakika boyunca 25°C'lik su banyosunda inkiibe edildi.

7. Inkiibasyon islemi sonunda, her iki tiipe de 1 ml CuCl, eklenerek reaksiyon

durduruldu.

8. Meydana gelen rengin absorbansi spektrofotometre'de 560 nm dalga boyunda

Olciilerek kor tiibe karsi test tiibiindeki absorbans degeri belirlendi.
Hesaplama:

SOD enzim aktivitesinin degerlendirilmesinde, asagida verilen formiil kullanilarak yiizde

inhibisyon hesaplandi.
Yiizde Inhibisyon = [(K&riin Absorbansi — Testin Absorbanst) / Kériin Absorbansi] x 100

Numunelerde bulunan enzim aktiviteleri, bir SOD {initesinin NBT rediiksiyonunu %350
oraninda inhibe etmesi durumunda hesaplandi. Bu degerler genellikle birim basina miligram

protein (U/mg protein) olarak ifade edilir (Sun ve digerleri, 1988).

3.2.5.6. KAT Diizeyinin Belirlenmesi

Hazirlanan homejantta katalaz aktivitesi Olciimii Aebi tarafindan 1984 yilinda

tanimlanan ¢alismasindan tarif edilen manuel yonteme gore ol¢tilmiistiir.
Prensip:

Diizey belirleme yonteminin temeli sudur: Hidrojen peroksitin UV bolgesindeki dalga

boyunda azalmasi, artan bir absorbansi beraberinde getirir. Bir tampon ¢ozeltisi icerisindeki
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H202, 6rnekte bulunan katalaz enzimi tarafindan ayristirildiginda, bu bilesenin 240 nm'de
absorbansta bir diisiis gozlemlenir. Bu azalmanin hizi, katalaz enziminin aktivitesiyle dogrudan

orantilidir.
Kullanilan Ayiraglar:

1. Fosfat tamponu (pH=7,0) (1/15 mmol/L) i¢in su islemler gerceklestirildi: 3,522 g
potasyumdihidrojenfosfat (KH.PO4) ve 7,268 g disodyumhidrojen fosfat
(Na2HPO4.2H20) distile suda ¢oziilerek bir litrelik ¢ozelti elde edildi. Daha sonra,
¢Ozeltinin pH degeri 7’ye ayarlandi.

2. Hidrojen peroksit ¢ozeltisi fosfat tamponu iginde sdyle hazirlandi: %30'Tuk H20-
¢ozeltisinden 0,16 ml alinip, dnceden hazirlanmig 100 ml fosfat tamponu igerisine
eklenerek seyreltildi. Daha sonra, bu karisimin 240 nm dalga boyundaki absorbans

degeri, H202 kullanilarak 0,5 olacak sekilde ayarlandi.
Deney Prosediirii :

1. Kor isaretli kuvartz kiivete 2,95 ml fosfat tamponu konuldu ve iizerine 50 pl mide

dokusu homojenati eklendi.

2. Test isaretli kuvartz kiivete, 2,95 ml fosfat tampon i¢inde hazirlanmis H2O> ¢ozeltisi

ve 50 pl mide dokusu homojenati konularak hazirland.
3. Kiivetler alt iist edilerek karistirildi.
4. Spektrofotometre, 240 nm'de kor kiivete gore sifirlandi ve ilk okuma gerceklestirildi.

5. 15 saniye gectikten sonra yapilan ikinci 6l¢lim yapildi, ilki A1 ve ikincisi A2 olmak

tizere kayit altina alindi.
Hesaplama:

Absorbanstaki azalma gozlemlendi ve katalaz aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak
hesaplandi. Enzim aktiviteleri, doku homojenati i¢in protein basina birim olarak (U/mg)
degerlendirildi (Aebi, 1984).

U= 2.3/ At xlog A/ Azsnt
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3.2.5.7. GSH Diizeyinin Belirlenmesi

Mide dokularindaki GSH analizi Sedlak ve Lindsay tarafindan 1968 yilinda tanimlanan

manuel yonteme gore Ol¢lilmiistiir.
Prensip:

Bu 6l¢iim, 5,5'-Ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) veya kisaca DTNB olarak bilinen bir
disiilfit kokenli kromojenin kullanimina dayanir. DTNB, siilthidril gruplarini i¢eren bilesiklerle

kolayca rediiklenir ve bu reaksiyon sonucunda sar1 bir renk olusur.
Kullanilan Ayiraglar:

1. 100 mM Na-Fosfat tamponu, (pH degeri 7,5). Bunun i¢in 0,213 gr NaH>PO4.2H,0,
1,563 gr NazHPO4.2H20 ve 0,038 gr EDTA disodyum tuzu alinarak bir miktar suda

¢oziildii ve sonrasinda hacmi 100 mL'ye tamamlandi.

2. 1 mM DTNB c¢ozeltisi hazirlamak i¢in 0,011 gr DTNB, 28 mL distile su iginde

¢Ozildii.

3. NADPH'nin (1 mM) 0,008 gr', 10 mL bidistile su i¢inde ¢oziilerek bir ¢ozelti

hazirlandi.
4. Glutatyon rediiktaz (625 U/L )

5. Standart GSSG hazirlamak i¢in 0,015 gr okside GSSG alindi ve distile su ile hacmi
500 mL'ye tamamlandi.

6. %5'lik metafosforik asit ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 5 gr metafosforik asit alind1 ve bir

miktar distile su i¢inde ¢oziilerek hacmi 100 mL'ye tamamlandi.
Prosediir:

1. Deneyden 6nce, ependorf tiiplerine 100 uL. numune ve 100 pL metafosforik asit

eklenerek karistirildi.
2. 5000 devirde 3 dakika boyunca santrifiij islemi uygulandi.
3. ELISA mikroplakaya supernatandan 50 uL alind1 ve pipetlendi
4. Bu esnada, asagidaki karisim hazirlandi ve 100 pL pipetleme yapildi:

2,8 mL DTNB
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3,75 mL NADPH
5,85 mL Na-Fosfat tamponu (pH=7,5)
10 U GSH Rediiktaz (80 uL)

5. Hafifge karistirilarak ELISA okuyucusunda 405 nm dalga boyunda 2 dakika
boyunca kinetik olarak oOlgiildii. Kor kiivete karisgimdan bir miktar eklendi.

Standartlar, numunelerle ayn1 sekilde islenerek okundu.
Hesaplama:
GSH degerlendirilmesi asagida verilen formiile gore hesaplandi.
Total GSH (umol/L) = (Numune absorbansi/dk) / (Standart absorbansi /dk) x Cstd x DF

Sonuglar, mmol/mg protein doku birimi olarak Sedlak ve Lindsay (1968) yontemine gore rapor

edildi (Sedlak ve Lindsay, 1968).

3.2.5.8. MPO Diizeyinin Belirlenmesi

Mide dokularindaki MPO analizi Bradley tarafindan 1982 yilinda tanimlanan manuel

yonteme gore Slgiilmiistiir.
Prensip:

Bu yontem, H202 varliginda MPO (Miyeloperoksidaz) ile o-dianisidine’'nin oksidasyonu
sonucu olusan sarimsi-turuncu renkli kompleksin kinetik olarak 460 nm dalga boyundaki

absorbansinin dl¢iimiine dayanmaktadir.
Kullanilan Ayiraglar:
1. %0.5 hexadecyltrimetil ammonium bromide o-dianisidine dihidrokloriir
2. %30’luk H202
3. Fosfat tamponu, pH degeri 6.0 olan 50 mM konsantrasyonda hazirlandi.

4. Olgiim reaktifi, 0.167 mg/mL o-dianisidine dihidrokloriir ve %0.0005 H20> iceren
fosfat tamponu (50 mM, pH: 6.0) ile hazirland1. Olgiim reaktifi hazirlanirken, %30'Tuk
H20, ¢ozeltisinden 83.3 pL alindi ve saf su ile 500 mililitreye tamamlandi. Bu

cozeltiden 4.5 mL alindi. Daha sonra, 0.0075 gram o-dianisidine dihidrokloriir, 4.5
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mL H202, ve 0.3062 gram KH2PO4 alinarak 40 mL distile su iginde ¢oziildii. Elde
edilen ¢ozeltinin pH degeri 6'ya ayarlandi ve distile su ile hacmi 45 mL'ye

tamamlandi.
Deneyin Prosediirii:

Yukaridaki pipetlemeler yapildiktan sonra, mikropilate ELISA okuyucusunda 460 nm
dalga boyunda 5 dakika boyunca kore karsi absorbans artis1 olgiildii. Reaksiyonda gozlenen

lineer aktivite artisina dayanarak hesaplamalar yapildi.
Hesaplama:
MPO (U/L) = (AA/t x 10°® x SK) x (1.3 x 10%

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

Burada bulunan 10°, molii mikromole ¢evirme katsayisidir.

Bir linite MPO aktivitesi, 25°C'de 1 pmol H2O>'y1 parcalayan enzim olarak kabul edilmistir.
U/L olarak 6l¢iilen MPO degerleri protein agirliklarina boliinerek spesifik MPO doku aktivitesi
hesaplandi1 ve U/mg protein olarak ifade edildi (Bradley ve digerleri, 1982).

3.2.5.9. GPx Diizeyinin Belirlenmesi

Mide dokularindaki GPx enzim aktivitesi Paglia ve Valentine tarafindan 1967 yilinda

tanimlanan manuel yonteme gore dl¢lilmiistiir.
Prensip:

Deney kosullarinda yer alan Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimi, hidrojen
peroksit'in (H202) su (H20) ve singlet oksijene (*O2) doniisiimiinii katalize eder. Bu doniisiim
esnasinda, Rediikte Glutatyon (GSH) Okside Glutatyon'a (GSSG) doniismektedir. GSSG'nin
tiretim hizi, NADPH + H"in NADP" 'ya doniisiimii ile dogrudan iligkilidir. Bu siiregte optik
yogunluktaki diisiis, 340 nm dalga boyunda spektrofotometre ile takip edilierek hesaplanir.

Kullanilan Ayiraglar:

1. SodyumFosfat-Tamponu (pH=7,0 ve 50mM). Fosfat tamponu i¢in 7,1 g/L
Disodyumhidrojenfosfat (Na;HPO4) ve 6,8 g/L Potasyum dihidrojen fosfat
(KH2PO4) miktarlari belirtildi. 600 ml Disodyumbhidrojenfosfat ¢ozeltisi ve 400
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ml Potasyum dihidrojen fosfat ¢ozeltisi, toplamda 2,08g Na2EDTA igerecek
sekilde hazirlandi.

. Rediikte Glutatyon (GSH), 50 mg GSH'min 1 ml tampon ig¢inde c¢oziilerek
hazirlandi. GSH ¢ozeltisi, 150 mM konsantrasyonda hazirlandi.

Sodyum Azotiir (1M NaN3): 130 mg NaN3s, 2 ml hazirlanmis fosfat tamponunda

¢Ozilindiirtildi.

Hidrojen Peroksit (2 mM H202) ¢ozeltisi igin, 30 ul H202, 10 ml fosfat

tamponunda ¢oziilerek hazirlandi.

. Amonyum Siilfat (NH4)2SO4) ¢6zeltisi hazirlanmasi i¢in 4,22 g alindi ve 10 ml

distile su i¢inde ¢oziildii.

. Glutatyon Rediiktaz, amonyum siilfat ¢ozeltisinde ¢oziilerek hazirlandi. 500 TU
elde etmek i¢in 3 ml 3,2 M amonyum siilfat ¢ozeltisine 100 pl eklenerek

hazirlandi.

. Rediikte NADPH, fosfat tamponunda 8 mM konsantrasyonunda hazirlandi. Buna
gore, 6,66 mg NADPH 1 ml fosfat tamponunda ¢oziilerek hazirlandi. Analiz i¢in
gerekli olan miktarda artirilarak, 66,6 mg NADPH 10 ml fosfat tamponunda

¢Oziilerek hazirlandi.

Deneyin Prosediirii:

2,650 ml Fosfat Tamponu, 0,100 ml Rediikte Glutatyon, 0,100 ml NADPH, 0,010 ml
GSH Rediiktaz ve 0,020 ml Sodyum Azotiir (NaN3) karistirildi. Daha sonra, baslangicta 25 ul

H20- eklenerek ve en son 25 ul mide doku homojenati ilave edilerek, spektrofotometrede 340

nm dalga boyunda zaman takibiyle 6l¢iildii. GPx i¢in 0. dakikadaki absorbans (Absorbans 0),
1. dakikadaki absorbans (Absorbans 1) ve 2. dakikadaki absorbans (Absorbans 2) degerleri

Hesaplama:

IU = [(AbsO —Abs2) x 106 x 2,99] / [ (6,22 x1000 x 2x 0,02)]

Mide dokusu homojenatlarindaki Glutatyon peroksidaz aktivitesi, protein doku basina birim

(U/mg protein) olarak hesaplandi (Paglia ve Valentine, 1967).
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3.2.6. Histopatolojik Analizler

Tiim histopatolojik analizler, Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi biinyesinde
bulunan Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali'na bagli arastirma laboratuvarlarinda

yiirtitilmistiir.

Yapilan boyama prosediirii sonrasinda mikroskobik olarak inceleme Zeiss AXIO
Scope.Al marka mikroskop ile yapilarak fotograflandi. Elde edilen fotograflar Adobe
Photoshop CS6 programu ile birlestirildi.

3.2.6.1. Doku Kesitlerinin Alinmasi

Aliman mide dokusu o6rnekleri, optimal koruma i¢in %10luk olan formaldehit
soliisyonunda 72 saat fikse edildi. Bundan sonra, fiksatifi uzaklastirmak i¢in dokular 30 dakika
boyunca akan suda yikandilar.

Ardindan, suyun tamamen uzaklastirilmasi i¢in 6nce %70, sonra %80 ve %96 alkol
serilerinde birer saat bekletildi ve son olarak %96'luk alkole yerlestirilerek bir gece boyunca
bekletildi. Sonrasinda, dokular %99'luk iki degisim alkollerinde birer saat bekletildi ve
seffaflastirma i¢in iki degisim ksilen serilerinden gecirildi. Bu islem 60 °C'lik bir etiivde ii¢
degisim parafin serisinde birer saat bekletilerek parafinin dokuya emdirilmesi saglandi. Daha
sonra, doku drnekleri bloklanarak kesit alinabilir hale getirildi ve 5 mikron kalinliginda kesitler
alindi. Kesitler, hematoksilen ve eosin boyasi ile boyandi. Hematoksilen ve eosin boyamast,
doku 6rneklerinin morfolojik 6zelliklerini belirginlestirerek mikroskop altinda daha ayrintili bir
sekilde incelenmesini saglar. Bu detayli islemler, histopatolojik analiz i¢in doku 6rneklerinin

uygun hale getirilmesini ve hastaliklarin tanisinda 6nemli bilgilerin elde edilmesini saglar.
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3.2.6.2. Hematoksilen-eozin (H&E) Boyama Protokolii

Alinan mide dokusu kesitleri, serum fizyolojik ile yikanarak ardindan %10' luk nétral
formalin soliisyonunda 48-72 saat boyunca fikse edildi. Daha sonra mide dokulari su ile yikandi
ve formalinden arindirildi. Ardindan, artan konsantrasyonlarda alkol kullanilarak dehidre
edildi, ksilende seffaflastirildi ve son olarak parafin bloklara gémiildii. Hazirlanan bloklardan
5 um kalinliginda kesitler alind1 ve hematoksilen ve eozin (H&E) yontemi ile boyanarak yapisal
degisiklikler tespit edilmeye calisildi. Midedeki histopatolojik degerlendirme, O ile 14 arasinda
degisen bir dl¢ekte gerceklestirildi. Her histolojik boliim, hemorajik hasar (0-4), mukozal 6dem
(0-4), inflamatuar hiicre infiltrasyonu varligi (0-3) ve epitelyal hiicre kayb1 (0-3) agisindan

incelenmistir (Song ve digerleri, 2020).

Olimpus CX 21 kamera atagmanli mikroskop ile incelenen kesitler detayli olarak

fotograflandi. Kesit fotograflari, Photoshop CS5 kullanilarak bir araya getirildi.

3.2.7. istatistiksel Analiz

Analizler, GraphPad Prism 8.01 (GraphPad Software, San Diego, California) adli
istatistiksel analiz programi kullanilarak gergeklestirildi. Gruplar arasindaki sayisal
degiskenlerin istatistiksel olarak anlamliliginin tespiti icin Tukey’in Coklu Karsilastirma Testi
ile Tek Yonlii ANOVA analizi kullanildi. Sonuglar, ortalama degerin standart hatas1 (Standard
Error of the Mean /SEM) ile birlikte + hata pay1 olarak sunuldu. Anlamlilik diizeyi her zaman
%095 giiven araliginda, *, + p<0.05, **, ++ p<0.01, *** +++ p<0.001, **** ++++ p<0.0001
olarak belirlendi. Anlamli olmayan p-degerleri herhangi bir yildiz isareti olmadan ns
(anlamsiz/non-significant) olarak sunuldu. Kontrol grubuna goére karsilagtirmalar * simgesi ile

IND grubuna gére Karsilastirmalar ise + simgesi ile gsterildi.

Ratlarda IND ile olusturulan mide iilseri {izerine C. vulgaris ekstresinin 100, 250, 500 mg/kg
dozlarinin etkilerini aragtirdigimiz bu ¢alismada, sekillerdeki siitunlar arasindaki farkliliklar
istatistiksel olarak degerlendirildi. Deneyde yer alan gruplar icin yapilan teste gore yaklagik
olarak bir p- degeri hesaplanda.
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4. BULGULAR

4.1. Ayva Yaprag (Cyndonia vulgaris) Ekstresinin Kimyasal Icerik Bulgular

4.1.1. Ayva Yaprag (Cyndonia vulgaris) Ekstresinin GC-MS Analizi

C. vulgaris ekstresinin igeriginin analizi GC-MS’ de yapild1 (Tablo 2). Bu analiz
sonucunda ekstre igerisinde kimyasal igerik hakkinda kiitiiphane taramasi yapildi. Yapilan bu
tarama ve analizler sonucunda zaman ve pik yiiksekligini gostren grafik elde edildi. Burada

tespit edilen kimyasal yapilar grafikte anlamli bir deger veren molekiilleri igermektedir (Sekil
8).

Tablo 2. Ayva yapragi (C. vulgaris) ekstresinin GC-MS igerik analizi

. Pik Pik Pik Baslangig Pik Bitis
Molekill Adr Numarasi Yiksekligi Zamani Zamani
Cobalt, bis-eta.-5-1,3-dicyclohe 1 1.047713 3.510 3.797
Octane, 1,1'-oxybis- 2 1.564818 19.503 19.630
Neophytadiene 3 8.161274 21.540 21.740
Tetradecanoic acid (CAS) 4 1.162025 21.893 22.007
Oleic Acid 5 1.566072 22.747 22.947
n-Hexadecanoic acid 6 7.947777 22.955 23.440
Isopropyl palmitate 7 15.494159 23.46 23.733
Octadecanoic acid 8 2.283250 23.973 24.140
Oxacyclohexadecan-2-one 9 2.507323 24.633 24.833
(2,2)-6,9-cis-3,4-epoxy-nonadec 10 2.218833 24.835 24.953
Benzoic acid, tridecyl ester 11 3.504024 25.373 25.547
2-Propenoic acid, 3-(4-
12 4.248594 26.520 26.880
methoxyp)
Hexanedioic acid, bis(2-
13 10.328693 26.933 27.247
ethylhex)
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Pik Yuksekl

le7
16f 1. Cobalt, bis-eta.-5-1,3-dicyclohe
2. Octane, 1,1'-oxybis-
1.4} 3. Neophytadiene
4. Tetradecanoic acid (CAS)
12} 5. Oleic Acid
6. n-Hexadecanoic acid
Lol 7. Isopropyl palmitate v
8. Octadecanoic acid
0sl 9. Oxacyclohexadecan-2-one
10. (Z,Z)-6,9-cis-3,4-epoxy-nonadec
11. Benzoic acid, tridecyl ester
06 12. 2-Propenoic acid, 3-(4-methoxyp)
13. Hexanedioic acid, bis(2-ethylhex) 12
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Sekil 8. Ayva yaprag (C. vulgaris) ekstresinin GC-MS grafigi
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4.1.2. Ayva Yapragi (Cyndonia vulgaris) Ekstresinin FT-IR Analizi

FT-IR analiziyle elde edilen kimyasal yapinin grafigi incelenerek degerlendirme
gergeklestirildi. GC-MS analizi sonucu elde edilen anlamli bilesiklerin kimyasal bag yapilari

tespit edildi (Sekil 9). FT-IR spektrumunda isaretlenmis pikler;

417.74 cm™ ve 439.07 cm™: Agir atom i¢ bag vibrasyonlari veya metalik baglari, 409.29 cm™:
Metal oksitleri veya halojeniirlerde bulunan metal-ligand vibrasyonlari, 3746.24 cm™: Zayif H
baglar1 veya suyun O-H stre¢ vibrasyonunun 6zgiir formunu, 3368.20 cm™: N-H veya O-H
baglarinin hidrojen bagh stre¢ vibrasyonlarmi, 2929.63 cm™: Alkan C-H streg vibrasyonlar,
1736.75 cm™: Ester veya karboksil asitlerin C=0 stre¢ vibrasyonlarmi, 1595.18 cm™ ve
1432.74 cm™: C=C stre¢ veya N-O asimetrik stre¢ vibrasyonlarmi ve aromatik veya nitro
bilesikleri gosterir. 889.81 cm™: Trans-C-H doénme vibrasyonlari, alkenlerde goriiliir
(Baltacioglu ve digerleri, 2015). Bu piklerin, ekstremizin organik ve inorganik bilesenlerinin

GC-MS analizinden elde edilen sonuglarla ortiistiigii gdzlemlenmistir.
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Sekil 9. Ayva yapragi (C. vulgaris) ekstresinin FT-IR Analizi
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4.2. Makroskobik Bulgular

Mide dokularimin makroskobik incelemesinde kontrol grubundaki ratlarin mide
dokularinin normal yapida oldugu, herhangi bir kanama alami goriilmedigi belirlendi.
Indometazin uygulanan ratlarda ise mide mukozasinin siskin ve 6demli oldugu, kivrimlarim
diizlestigi, mukozada yogun erezyon, iilser ve kanamalarin oldugu goriildii A500 referans
grubundaki ratlarin mide dokularinda ise ¢ok hafif diizeyde erezyonlar ve sayica az
ilserasyonlar saptandi. Tablo 3’te mide mukozasinda meydana gelen degisiklikler

skorlanmustir.

Sekil 10°da ratlarin midelerinin yiiksek ¢oziiniirliklii fotograf makinesi ile gekilen
fotograflar1 goriilmektedir. IndometazintA100 grubuna ait ratlarin mide dokusunun,
makroskopik agidan indometazin grubu ratlarinkiyle benzerlik gosterdigi gorildii.
Indometazin+A250 grubundaki ratlarin mide dokularinda, indometazin grubuna kiyasla
kanama, erezyon, ddem ve iilser bdlgelerinin daha az oldugu tespit edildi. indometazin+A500
grubuna ait siganlarin mide dokularinda, iilser, kanama, erozyon ve 6dem agisindan referans
grubundaki si¢anlarin mide dokulariyla benzerlikler gézlemlendi. Tablo 4’te rat midelerinin
fotograflar1 Adobe Illustrator programu ile tarandi ve tlserli alanlar saglikli alanlara yiizdelik

olarak kiyaslandi.
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Toplam Piksel | Ulserl Alan Piksel
A 389332 -
B 471618 26265
C 44128 -
D 28165 8
3 433945 9103
F 38808 6144
G 265382 35

Sekil 10. Deney modelinin rat midelerinde olusturdugu degisiklikler

(A) Grup 1: (Kontrol) Kontrol grubu: Uygulama yapilmayan saglikl ratlar (7 adet)
(B) Grup 2: (IND) Sadece indometazin verilen ratlar (7 adet)

(C) Grup 3: (IND+LAN) Indometazin ve lansoprasol verilen ratlar (7 adet)

(D) Grup 4: (A500) 500 mg/kg C.vulgaris verilen ratlar (7 adet)

(E) Grup 5: (IND+A100) indometazin ve 100 mg/kg C.vulgaris verilen ratlar (7 adet)
(F) Grup 6: (IND+A250) indometazin ve 250 mg/kg C.vulgaris verilen ratlar (7 adet)

(G) Grup 7: (IND+A500) indometazin ve 500 mg/kg C.vulgaris verilen ratlar (7 adet)
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Tablo 3. Mukozada meydana gelen degisiklikler

Parametreler

Deney Gruplari ] i}
Odem Erezyon Ulser Kanama
Kontrol - - - -
A500 - - - -
IND +++ +++ +++ +++
IND+LAN - - - -
IND+A100 o ++ ++ ++
IND+A250 + + + +
IND+A500 - - - -
Tablo 4. Deney modelinin midede olusturdugu % harabiyet
Grup Toplam Ulserli Yiizde Harabiyet Standart Sapma
Piksel Alan
Piksel
Kontrol 389332 - -- -
IND 471618 26265 5,56 474,75
A500 474726 - - -
IND+LAN 228165 89 0,0001 9,49
IND+A100 438945 9103 2,07 47,46
IND+A250 388058 6144 1,58 71,55
IND+A500 265382 353 0.1 9,39




4.3. Biyokimyasal Bulgular

4.3.1. Mide Dokusu IL- 1p Diizeyleri

Interlokin-1 beta (IL-1pB), inflamasyon ve iletim sistemi yanitlarinda rol oynayan bir sitokin
olarak bilinir. Metabolizmada hasar goriildiigiinde veya bir enfeksiyonla karsilasildiginda,
bagisiklik sistemi bu tiir durumlarla basa ¢ikmak igin IL-1B tretir. IL-1p diizeyinin diisik
olmas1 inflamasyonun olmadigini gosterir. Kontrol ve A500 referans gruplar ile indometazin
verilen gruplar kiyaslandiginda indometazin grubunun IL-1f diizeyinin ¢ok yiiksek oldugu ve
inflamasyonun %276,07 oraninda arttig1 (p<0.001) tespit edilmistir. C. vulgaris’ in 100 mg/kg,
250 mg/kg ve 500 mg/kg dozlarinin inflamasyona 6nemli oranda engel oldugu tespit eilmistir
(p<0.05). Sekil 11°de mide dokularindaki IL- 1p diizeyi goriilmektedir. Burada en etkili
dozlarin 250 mg/kg ve 500 mg/kg oldugu gorilmiistiir. Anlamlilik diizeyi %95 giiven
araliginda, *, + p<0.05, **, ++ p<0.01, *** +++ p<0.001, **** ++++ p<0.0001 olarak

belirlendi.
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Sekil 11. Mide dokusu IL- 1P diizeyleri

Kontrol: Herhangi bir ilag ve ekstre verilmeyen grup, A500: Sadece 500 mg/ml ayva yapragi (C.vulgaris) verilen
grup, IND: Sadece indometazin verilen grup, IND+LAN: Indometazin ve Lansor verilen grup, IND+A100:
Indometazin ile 100 mg/ml ayva yaprag: (C. vulgaris) verilen grup, IND+A250: indometazin ile 250 mg/ml ayva
yaprag (C. vulgaris) verilen grup, IND+A500: indometazin ile 500 mg/ml ayva yaprag: (C. vulgaris) verilen grup
Anlamhlik diizeyi: %95 giiven araliginda, *, + p<0.05, **, ++ p<0.01, ***, +++ p<0.001, ****, ++++ p<0.0001
olarak belirlendi. Kiyaslamalar: Kontrol grubu (*) simgesi ile indometazin grubu (+) simgesi ile gosterildi.
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4.3.2. Mide Dokusu TNF-a Diizeyleri

Inflamasyon i¢in 6nemli bir diger gosterge olan TNF-a , bagisiklik sistemi icinde dnemli
rol oynayan sitokinlerdendir. TNF-o diizeyleri incelendiginde, kontrol ve A500 referans
gruplarin TNF-a degerleri ile indometazinli gruplarin degerleri arasinda anlaml fark oldugu
tespit edildi (p<0.05). indometazin grubunda TNF-a diizeylerinin kontrol grubuna gére dnemli
derecede yiikseldigi (p<0.001) tespit edildi. Sekil 12°de mide dokusu TNF-a diizeyi
goriilmektedir. C. vulgaris’ in 100, 250 ve 500 mg/kg dozlarinin TNF-a diizeylerini anlamli
olarak azalttig1 (p<0.01) 500 mg/kg ’ lik dozun ise en etkili doz oldugu belirlendi.

400 =

%k kk

300 =

200 w—

TNF- a (ng/L)

100 =

Sekil 12. Mide dokusu TNF-a diizeyleri

Kontrol: Herhangi bir ilag ve ekstre verilmeyen grup, A500: Sadece 500 mg/ml ayva yapragi (C. vulgaris) verilen
grup, iND: Sadece indometazin verilen grup, IND+LAN: indometazin ve Lansor verilen grup, IND+A100:
Indometazin ile 100 mg/ml ayva yaprag: (C. vulgaris) verilen grup, iND+A250: indometazin ile 250 mg/ml ayva
yaprag1 (C. vulgaris) verilen grup, IND+A500: indometazin ile 500 mg/ml ayva yaprag: (C. vulgaris) verilen grup
Anlamhlik diizeyi: %95 giliven araliginda, *, + p<0.05, **, ++ p<0.01, ***, +++ p<0.001, ****, ++++ p<0.0001
olarak belirlendi. Kiyaslamalar: Kontrol grubu (*) simgesi ile Indometazin grubu (+) simgesi ile gosterildi.
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4.3.3. Mide Dokusu MDA Diizeyleri

Oksidatif hasarin kritik gostergelerinden biri olan MDA seviyeleri, Sekil 13’te
sunulmustur. Kontrol ve A500 referans gruplarina yapilan indometazin uygulamasimnin, MDA
seviyelerinde belirgin bir artisa (p<0.001) yol agtig1 gozlemlendi. Kontrol ve A500 referans
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi. indometazinle birlikte verilen
C.vulgaris’in ti¢ farkli dozunun, yiikselmis MDA seviyeleri lizerinde Onemli bir disiis

(p<0.001) sagladig: ve en etkili dozun 500 mg/kg oldugu belirlendi.

0.015 =
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Sekil 13. Mide dokusu MDA diizeyleri

Kontrol: Herhangi bir ilag ve ekstre verilmeyen grup, A500: Sadece 500 mg/ml ayva yapragi (C. vulgaris) verilen
grup, IND: Sadece indometazin verilen grup, IND+LAN: Indometazin ve Lansor verilen grup, IND+A100:
Indometazin ile 100 mg/ml ayva yapragi(Cydonia vulgaris) verilen grup, IND+A250: indometazin ile 250 mg/ml
ayva yapragi (C. vulgaris) verilen grup, IND+A500: indometazin ile 500 mg/ml ayva yaprag: (C. vulgaris) verilen
grup Anlamhhik diizeyi: %95 giiven araliginda, *, + p<0.05, **, ++ p<0.01, ***, +++ p<0.001, **** ++++
p<0.0001 olarak belirlendi. Kiyaslamalar: Kontrol grubu (*) simgesi ile indometazin grubu ( +) simgesi ile
gosterildi.
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4.3.4. Mide Dokusu SOD Diizeyleri

Stiperoksit radikalinin etkilerini engelleyerek dokular1 ve hiicreleri oksidatif hasardan
koruyan en temel enzimatik antioksidanlardan biri olan SOD, antioksidan koruma sisteminin
giiciinii belirlemede de 6nem tasir. Deney gruplarinin SOD diizeyleri Sekil 14°te gosterilmistir.
Buna gore en yliksek aktivite kontrol ve A500 referans grubunda, en diisiik aktivite indometazin
grubunda tespit edildi. Indometazinin SOD aktivitesini kontrol grubuna gore yaklasik %69
azaltigi (p<0.01) gozlendi. Indometazin grubu ile C. vulgaris uygulanan gruplar
karsilastirildiginda, A500 grubunda SOD aktivitesinin %59, IND +A100 grubunda %64,
IND+500 grubunda%45 azaldig: tespit edildi. SOD aktivitesini azaltan en etkin dozun A500

oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 14. Mide dokusu SOD diizeyleri

Kontrol: Herhangi bir ilag ve ekstre verilmeyen grup, A500: Sadece 500 mg/ml ayva yapragi (C. vulgaris) verilen
grup, IND: Sadece indometazin verilen grup, IND+LAN: Indometazin ve Lansor verilen grup, IND+A100:
Indometazin ile 100 mg/ml ayva yapragi(Cydonia vulgaris) verilen grup, IND+A250: indometazin ile 250 mg/ml
ayva yapragi (C. vulgaris) verilen grup, IND+A500: indometazin ile 500 mg/ml ayva yaprag: (C. vulgaris) verilen
grup Anlamhhk diizeyi: %95 giiven araliginda, *, + p<0.05, **, ++ p<0.01, ***, +++ p<0.001, ****, ++++
p<0.0001 olarak belirlendi. Kiyaslamalar: Kontrol grubu (*) simgesi ile indometazin grubu ( +) simgesi ile
gosterildi.
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4.3.5. Mide Dokusu KAT Diizeyleri

Mide dokusunda KAT diizeyleri Sekil 15°te sunulmustur. Indometazin gruplarindaki
katalaz aktivitesinin Kontrol ve A500 gruplarina gore diisiik aldugu gozlendi (p<0.001). KAT
aktivitesi indometazin grubunda oldukga diisiik olan KAT aktivitesinin IND-A100, IND-A250
ve IND-A500 gruplarinda énemli diizeyde arttigi goriildii (p<0.001). C. vulgaris uygulanan
gruplar karsilastirildiginda en yiiksek artisin ise IND-A500 grubunda oldugu gériildii.
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Sekil 15. Mide dokusu KAT diizeyleri

Kontrol: Herhangi bir ilag ve ekstre verilmeyen grup, A500: Sadece 500 mg/ml ayva yapragi (C. vulgaris) verilen
grup, IND: Sadece indometazin verilen grup, IND+LAN: indometazin ve Lansor verilen grup, IND+A100:
Indometazin ile 100 mg/ml ayva yapragi(C. vulgaris) verilen grup, IND+A250: indometazin ile 250 mg/ml ayva
yaprag1 (C. vulgaris) verilen grup, IND+A500: indometazin ile 500 mg/ml ayva yaprag: (C. vulgaris) verilen grup
Anlamhlik diizeyi: %95 giiven araliginda, *, + p<0.05, **, ++ p<0.01, ***, +++ p<0.001, ****, ++++ p<0.0001
olarak belirlendi. Kiyaslamalar: Kontrol grubu (*) simgesi ile iIndometazin grubu (+) simgesi ile gosterildi.
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4.3.6. Mide Dokusu GSH Diizeyleri

Mide dokularinda bulunan GSH seviyeleri Sekil 16’da yer almaktadir. indometazin
uygulamas1 sonucunda, kontrol ve A500 referans grubu ile Kkarsilastirildiginda, GSH
seviyelerinde belirgin bir diisiis oldugu saptandi (p<0.001). C. vulgaris’in 100 mg/kg dozu GSH
seviyelerini artirmada yetersiz kalirken (p>0.05), 250 ve 500 mg/kg dozlarinin bu seviyelerde

anlamli bir iyilesme sagladig: belirlendi (p<0.001).

0.0008==
++++ *
0.0006= ++++
£ kK
s ++++
=9
20
£ 0.0004= bbb
: ++++
8 * Kk kK
E * %k k%
O
0.0002w=
0.0000

4, 4 4, Q. 4,
't_a "{?Qa 4 ' 1"@{ 1 0:-51 lox lox
o Y Y, “’é_% "(foa

Sekil 16. Mide dokusu GSH diizeyleri

Kontrol: Herhangi bir ilag ve ekstre verilmeyen grup, A500: Sadece 500 mg/ml ayva yapragi (C. vulgaris) verilen
grup, IND: Sadece indometazin verilen grup, IND+LAN: Indometazin ve Lansor verilen grup, IND+A100:
Indometazin ile 100 mg/ml ayva yapragi(C. vulgaris) verilen grup, IND+A250: indometazin ile 250 mg/ml ayva
yaprag1 (C. vulgaris) verilen grup, IND+A500: indometazin ile 500 mg/ml ayva yaprag: (C. vulgaris) verilen grup
Anlamhlik diizeyi: %95 giiven araliginda, *, + p<0.05, **, ++ p<0.01, ***, +++ p<0.001, ****, ++++ p<0.0001
olarak belirlendi. Kiyaslamalar: Kontrol grubu (*) simgesi ile indometazin grubu (+) simgesi ile gosterildi.
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4.3.7. Mide Dokusu MPO Diizeyleri

Mide dokular1 i¢erisindeki MPO seviyeleri Sekil 17°de gosterildi. Notrofil gdetinii isaret
eden miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi, indometazin kullanilan grupta, hem kontrol hem de
AS500 referans gruplariyla karsilagtirildiginda 6nemli 6lgiide diisiis gosterdi (p<0.001). C.
vulgaris’in 250 ve 500 mg/kg dozlari, MPO aktivitesinde istatistiksel olarak dikkate deger bir

yiikselis sagladi (p<0.05).
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Sekil 17. Mide dokusu MPO diizeyleri

Kontrol: Herhangi bir ilag ve ekstre verilmeyen grup, A500: Sadece 500 mg/ml ayva yapragi (C. vulgaris) verilen
grup, IND: Sadece indometazin verilen grup, IND+LAN: Indometazin ve Lansor verilen grup, IND+A100:
Indometazin ile 100 mg/ml ayva yapragi(C. vulgaris) verilen grup, IND+A250: indometazin ile 250 mg/ml ayva
yaprag1 (C. vulgaris) verilen grup, IND+A500: indometazin ile 500 mg/ml ayva yaprag: (C. vulgaris) verilen grup
Anlamhlik diizeyi: %95 giiven araliginda, *, + p<0.05, **, ++ p<0.01, ***, +++ p<0.001, ****, ++++ p<0.0001
olarak belirlendi. Kiyaslamalar: Kontrol grubu (*) simgesi ile iIndometazin grubu (+) simgesi ile gosterildi.
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4.3.8. Mide Dokusu GPx Diizeyleri

Mide dokularinda bulunan GPx seviyeleri Sekil 18'de sergilendi. Kontrol grubu ile
A500 referans grubu arasindaki fark istatistiksel olarak ©Onemli bulunmadi (p>0.05).
Indometazin tedavisinin, kontrol grubuna kiyasla GPx aktivitesini diisiirdiigii gdézlemlendi
(p<0.001). C. vulgaris'in 100 mg/kg dozu bu aktiviteyi yiikseltmede etkisizken, 250 ve 500
mg/kg dozlarinin GPx aktivitesini istatistiksel olarak anlamli sekilde artirdig1r saptandi

(p<0.001).
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Sekil 18. Mide dokusu GPx diizeyleri

Kontrol: Herhangi bir ilag ve ekstre verilmeyen grup, A500: Sadece 500 mg/ml ayva yapragi (C. vulgaris) verilen
grup, IND: Sadece indometazin verilen grup, IND+LAN: indometazin ve Lansor verilen grup, IND+A100:

Indometazin ile 100 mg/ml ayva yapragi(C. vulgaris) verilen grup, IND+A250: indometazin ile 250 mg/ml ayva
yapragi (C. vulgaris) verilen grup, IND+A500: indometazin ile 500 mg/ml ayva yaprag1 (C. vulgaris) verilen grup
Anlamhlik diizeyi: %95 giliven araliginda, *, + p<0.05, **, ++ p<0.01, ***, +++ p<0.001, ****, ++++ p<0.0001
olarak belirlendi. Kiyaslamalar: Kontrol grubu ™*) simgesi ile indometazin grubu (1) simgesi ile gosterildi.

68



4.4. Histopatolojik Bulgular

Mide dokularinin histopatolojik bulgular1 Sekil 19°da gosterilmistir.  Kontrol,
indometazin (IND), A500, ve tedavi gruplart olan Indometazin+Lansor(IND+LAN),
indometazin+A100 (IND+A100), indometazin+A250 (IND+250), indometazin+A500
(IND+A500) gruplarinin mide kesitleri incelendiginde, kontrol ve A500 gruplarinda midenin
normal histolojik yapisini korudugu goriilmektedir. IND grubunda hasara bagli yogun hemoraji
alanlar1 ve yogun vendz dilatasyonlar izlenmektedir. IND+A100, IND+A250 ve IND+A500
gruplarinda, IND grubuna gére hemoraji alanlarmin ve vaskiiler dilatasyonlarin azaldig
gozlense de patolojik degisikliklerin mevcudiyetini korudugu goriilmektedir. IND+A100 ve
IND+A250 gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda ise IND+A100 grubunda iilser
hasarinin daha fazla oldugu goriilmiis, IND+A250 grubunda tedavinin daha etkili oldugu

kanaatine varilmistir.

IND grubuna yénelik inceleme yapildiginda, iilserle iliskili yogun hemorajik alanlar,
genislemis kan damarlar1 ve 6demli bolgeler dikkat ¢ekici bulgulardir. Ayrica, dokusal hasar
sonucu ortaya ¢ikan nekrotik ve apoptotik hiicreler gézlemlenmektedir. Bu grupta, ayni
zamanda, kan damarlarindan gelen 16kosit sizintilar1 da tespit edilmektedir. IND+LAN ve
IND+AS500 gruplarinda, hemorajik ve ddemli alanlar ile genislemis damarlarin sayisinda
goriilen azalma, uygulanan tedavinin dokusal hasar {izerindeki iyilestirici etkisini isaret

etmektedir.

Histopatolojik bulgularin semikantitatif skorlamasi Tablo 5’te gosterilmistir (Can ve
digerleri, 2020). Buna goére hasar yok ya da ¢ok az ise (-), hafif ise (+), orta ise (++) ve siddetli

ise (+++) olacak sekilde skorlanmustir.
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Sekil 19. Mide dokularinin histopatolojik incelenmesi

Kontrol: Herhangi bir ilag ve ekstre verilmeyen grup, A500: Sadece 500 mg/ml ayva yapragi (C. vulgaris) verilen
grup, IND: Sadece indometazin verilen grup, IND+LAN: indometazin ve Lansor verilen grup, iND+A100:
Indometazin ile 100 mg/ml ayva yaprag: (C. vulgaris) verilen grup, IND+A250: indometazin ile 250 mg/ml ayva
yapragi (C. vulgaris) verilen grup, IND+A500: indometazin ile 500 mg/ml ayva yaprag: (C. vulgaris) verilen

grup

70



Farkli gruplardaki mide dokusunun fotomikrograflari. A: Kontrol, B: A500, C: IND, D:
IND+LAN, E: IND+A100, F: IND+A250, G: IND+A500. Gastrik mukoza (GM), gastrik epitel
(ok basi), epitelyal hiicre ayrilmasi (kivrik ok), 6dem (sar1 daire), inflamatuar hiicre (ok),

tilseratif alan (yesil y1ldiz). Boyama: H&E, biiyilitme: 200X.

Tablo 5. Histopatolojik bulgularin skorlamasi

Gruplar Hemoraji Odem inflamatuar Hiicre | Nekrotik Hiicre

Kontrol - - - -

A500 - - - -
IND+A100 ++ + + +
IND+LAN - - - ;

IND +++ +++ +++ +++
IND+A250 ++ + + +
IND+A500 + - + -

Mide doku histolojisinin istatistiksel degerlendirmesi Sekil 20’de gosterilmistir. Degerler
ortalama = SD (n=6) olarak verilmis ve tek yonli ANOVA ve ardindan Tukey testi ile analiz
edilmistir. Yildiz isareti (*: p<0.05; **: p<0.001;)

71



I I
15
: * % II Xk I
2 10 R | B
z I i /
z
=)
=9 t i
S 5
) 4] 4
43«:;% 1%0 Y ("fox J‘o, Yo, 2,

Sekil 20. Gastrik doku histolojisinin degerlendirilmesi

Kontrol: Herhangi bir ilag ve ekstre verilmeyen grup, A500: Sadece 500 mg/ml ayva yapragi (C. vulgaris) verilen
grup, IND: Sadece indometazin verilen grup, IND+LAN: Indometazin ve Lansor verilen grup, IND+A100:
Indometazin ile 100 mg/ml ayva yapragi (C. vulgaris) verilen grup, IND+A250: indometazin ile 250 mg/ml ayva
yaprag (C. vulgaris) verilen grup, IND+A500: indometazin ile 500 mg/ml ayva yaprag1 (C. vulgaris) verilen grup
Anlamhlik diizeyi: %95 giiven araliginda, *, + p<0.05, **, ++ p<0.01, ***, +++ p<0.001, **** ++++ p<0.0001
olarak belirlendi. Anlamli olmayan p-degerleri (0.05’ten biiyiik p degeri) herhangi bir yildiz isareti olmadan “ns”
(anlamsiz /non-significant) olarak sunuldu. Bu degerde gruplar arasinda grafiksel fark vardir. Ama karsilastirilan
gruplar p degeri esigi iistiindedir. Kiyaslamalar: Kontrol grubu (*) simgesi simgesi ile gosterildi.
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5. TARTISMA

Ulser, diinya ¢apinda sikca rastlanan, is giicii kaybina neden olan, 6nemli bir hastaliktir.
Ulser olusumunun patolojik siireci, asit salgilanmasi, mukozal savunma ve kan akis1 gibi
faktdrlerin karmasik bir etkilesimini icerir. Ulser hastaliginin etkili tan1 ve tedavisi i¢in igin bu
dinamikleri anlamak 6nemlidir. Gastrik tilserler, 6zellikle H. pylori enfeksiyonu ve nonsteroidal
anti-inflamatuar ilaglarin  kullanimi gibi gesitli nedenlerle ortaya ¢ikar. H. pylori'nin mide
mukozasina zarar vermesi ve NSAII 'lerin mide koruyucu mekanizmalar1 baskilamas,
midedeki asit ve pepsin etkisiyle mukoza hasarma yol acar. Bu durum, mide ve onikiparmak
bagirsaginda iilser olusumuna neden olabilir. Ulserin erken tan1 ve tedavisi, baglantili morbidite

ve mortaliteyi minimize etmek agisindan kritik neme sahiptir (Kavitt ve digerleri, 2019).

Giliniimiizde, iilser hastaliginin belirtilerini hafifletmek amaciyla kullanilan antasitler,
H> reseptor blokerleri, proton pompa inhibitorleri gibi ¢esitli ilaclar, hastaligi tamamen tedavi
etmekte yetersiz kalabilmekte ve zaman zaman yan etkileriyle iilserden daha riskli durumlar
yaratabilmektedir (Gray, 2010). Proton pompa inhibit6rlerinin gastrik asid salinimin
baskilamada H> reseptor blokdrlerine gore daha etkili oldugu bilinmektedir (Mejia ve Kraft,
2009). Proton pompasi inhibitérleri ile (lansoprazol, omeprazol gibi) iilser tedavisinde 6nemli
ilerlemeler saglanmistir. Ancak, bu ilaglarin uzun siireli kullanimi1 bazi problemlere yol
acabilmektedir. Mide asidinin mikroorganizmalara kars1 koruyucu bir bariyer islevi gordiigii
g6z oniinde bulunduruldugunda, asit seviyesinin azaltilmas: iilser tedavisine yardimci olsa da,
mikrobiyal sindirim sistemi hastaliklarma (6rnegin salmonellozis, sigellozis, kolera ve
klostridyum enfeksiyonlar1) ve kolite zemin hazirlayabilir. Bunun yani sira, vitamin B12,
kalsiyum, demir, fosfor ve magnezyum gibi besin 6gelerinin emiliminde yetersizliklere neden
olabilir. Bu yan etkiler, proton pompasi inhibitorlerinin uzun siireli (bir y1l veya daha fazla)
kullanildiginda meydana gelebilen ciddi sorunlardir (Uygun, 2013). Bu ajanlarin bir ¢ok yan
etkisinin olmasi tedavideki asil dezavantaj olarak goriilmektedir (Araujo ve digerleri, 2011).
Yan etkiler nedeniyle daha giivenli ve efektif gastroprotektif ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Gelismekte olan tilkelerde niifusun yaklagik ticte ikisi geleneksel-yerel yontemlerle tedaviye
giivenmekte ve bu amagla bir¢ok bitkinin denendigi tahmin edilmektedir (Farnsworth ve
Soejarto, 1991).
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Bu nedenle bir ¢ok bitki ve bunlarin terapdtik kimyasal 6zellikleri aragtirmacilar tarafindan
daha fazla incelenmeye baslanmistir. Bu bitkilerden olan ve uzun yillardir geleneksel tedavide

kullanilan ayva, son zamanlarda arastirmacilarin dikkatini cekmektedir.

Ayva, meyvesi ve yapragi birgok amag i¢in kullanilan ¢ok yillik bir bitkidir. C. vulgaris
ve ¢ekirdeginden elde edilen gesitli bilesenlerin antioksidan aktivite sergiledigi belirlenmistir
(Costa ve digerleri, 2009). Ayva meyvesinden elde edilen fenolik bilesiklerin mide koruyucu
ozellikler gosterdigi hatta H. pylori’ ye Kars1 oldukga etkili oldugu ¢alismalarla gosterilmistir
(Hamauzu ve digerleri, 2006; Babarikina ve digerleri, 2011). Ayva yapragi ve meyvesinin
fenolik bilesenleri ve antioksidan 6zellikleri lizerine yapilan arastirmalar, yapraklarin meyveye
gore daha yiiksek polifenol seviyelerine sahip oldugunu gostermistir. Ayva yapraginin,
meyvesine kiyasla dort kat daha fazla fenolik madde igerdigi tespit edilmistir (Oliveira ve
digerleri, 2012). C. vulgaris’ de bulunan toplam fenolik maddelerin %33'linlin polimerize
proantosiyanidinler oldugu saptanmistir (Teleszko ve Wojdyto, 2015). Oliveira ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir ¢aligmada, ayva posasinda 6, kabukta 13 ve yaprakta 9 ¢esit fenolik
bilesen bulundugu ve yapragin en yiiksek fenolik igerige sahip oldugu belirlenmistir (Oliveira
ve digerleri, 2007).

Calismamizda GC-MS ve FT-IR analizleri ile C. vulgaris ekstresinin sekonder metabolit
profili ¢ikarildi. Tespit edilen sekonder metabolitlerden bazilar1 neoftadien, tetradekanoik asit,
oleik asit, n-hekzadekanoik asit, oktadekanoik asit, hekzanedioik asit, benzoik asit, 2-propenoik
asit ve izopropil palmitat bilesikleridir. Literatiirde yapilan bir caligmada Cleome simplicifolia
bitki ekstraktinin GC-MS ve FT-IR analizleri yapilmis olup  ekstrakt iceriginde n-
hekzadekanoik asit, neoftadien ve 2-propenoik asit gibi bilesikler tespit edilmistir. Bu
bilesiklerin antioksidan aktiviteye katkilarinin olabilecegi bildirilmistir (Shaikh ve digerleri,
2023). Ferreira ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢alismada Cydonia Oblonga Mill yaprak
ekstresi analiz edilerek toplam fenolik igerigi ve E vitamini diizeyleri belirlenmis, ayrica yag
asidi profilleri ¢ikarilmistir. Fenolik igerik bakimindan ayva yapraklarinda her bir numunenin
100 g net agirligi basina 9-12 g gallik asit ve 13-30 mg E vitamini tespit edilmistir. Bu
ekstrenin antihipertansif 6zellikler gosterdigi ve immiinolojik sistem {izerinde iyilestirici bir

etkisinin oldugu bildirilmistir (Ferreira ve digerleri, 2022).
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Osman ve arkadaslarinin (2010) yaptigi arastirmada ayva yapragi (C. vulgaris)
ekstresinin bilesen profili GC-MS cihazi ile; 52% sorbitol, 31% quinik asit, 12% p-vinilfenol,
%3,14 benzaldehit ve %0,34 metil alfa-D galaktopiranosid olarak belirlenmistir. Calismada
ultraviyole radyasyonun Afrika yayin baliginin beyaz kan hiicrelerini ve lenfositleri olumsuz
etkiledigi goriiliirken ayva yapragi (C. vulgaris) ekstresi verilen grupta beyaz kan hiicreleri ve

lenfositlerinin sayisinda 6nemli (P < 0.05) artis rapor edilmistir (Osman ve digerleri, 2010).

Sayed ve ekibinin 2017'de gerceklestirdikleri bir ¢alisma, Afrika yaym baliklarinin
DNA hasarina neden olan etkenlerin yol agtigi, lipit peroksidasyon seviyelerindeki artis,
DNA'nin pargalanmasi, apoptotik kirmizi kan hiicrelerinin goriilmesi, siiperoksit dismutaz
(SOD) ve katalaz (CAT) gibi karaciger enzimlerinin aktivitelerindeki degisimler gibi
durumlari, ayva yapragi (C. vulgaris) ekstrakti kullanilarak diizeltebildigini ortaya koymustur.
Arastirma, bu ekstraktin suya eklenmesiyle baliklarin biyokimyasal parametrelerinde,
antioksidan biyobelirteclerinde, apoptotik diizeylerde ve karacigerdeki DNA hasarinda 6nemli
iyilesmeler saglandigini dolayisiyla baliklarin fizyolojik durumlarini olumlu yonde etkiledigini

gostermistir (Sayed ve Hamed, 2017).

Ahmed ve Bastawy (2014)’ {in yapmis oldugu bir ¢alismada Cydonia oblonga yaprak
ekstresinin icerik analizi yapilararak, Cydonia oblonga’nin fenolik ve flavonoit profili sirasiyla
138,8 mg gallik asit/g ekstrakt (kuru agirlik) ve 267,7 mg quercetin/g ekstrakt (kuru agirlik)
olarak belirlenmistir. Kulak ve penge 6demi olusturulan ratlarda bu ekstresinin NO, LPO, IL-6
inhibisyonu yoluyla antiinflamatuar aktivite gosterdigi ve TNF-a seviyelerini diizenleyerek

6demi hafiflettigi bildirilmistir (Ahmed ve Bastawy, 2014).

Birgok kullanim alani olan ve nonsteroid anti-inflamatuar ilaglardan biri olarak bilinen
indometazinin ratlarda mide mukozasina diger ilaclara gére daha ciddi zararlar verdigi
bilinmektedir. Bu nedenle, indometazin kaynakli mide iilseri modeli, 6zellikle rat ve farelerde
gastroprotektif etkileri arastirmak igin yaygin olarak kullanilmaktadir (da Silva ve digerleri,
2018; Isnain ve digerleri, 2022). Arastirmamizda, ratlara oral yolla indometazin verilerek
gastrik mukoza hasar1 olusturulmustur. Koruma saglamak amaciyla, farkli konsantrasyonlarda
hazirlanmig C. vulgaris ekstresi, gastrik hasarin indometazin ile olusturulmasindan 15 dakika
once oral yoldan uygulanmistir. C. vulgaris'in anti-iilseratif etkisi, serbest radikalleri yok etme,
asit sekresyonunu baskilama, mide mukozasini giiclendirme ve mukozal hiicrelerin go¢iinii ve
cogalmasin1 tesvik etme gibi cesitli mekanizmalara dayanabilir. Mide iilserlerinin
patofizyolojisinde inflamasyon dnemli bir faktordiir ve bu durum, antiinflamatuar maddeler ve

kontrolsiiz sekilde artan proinflamatuar sitokinler arasindaki dengenin bozulmasi ile karakterize
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edilir (Coskun ve digerleri, 2011). Bu durum, viicutta inflamatuar bir reaksiyonu
tetiklemektedir. Indometazin kaynakl: iilserler, koruyucu faktorlerin inhibisyonu ile birlikte
artan notrofil infiltrasyonu ve inflamatuar bir yanitla iliskilendirilmektedir. Indometazin, TNF-
a ve IL-1p gibi inflamatuar yanitlar1 artirict etki gostermesiyle 6ne ¢ikmaktadir (El Badawy ve
digerleri, 2021). Bu nedenle TNF-a, IL-1f gibi proinflamatuar sitokinlerin baskilanmast iilserin
tedavisinde 6nem arzetmektedir (Ugan ve Un, 2020). Calismamizda, indometazin kaynakli
mide tlserlerinde C. vulgaris ekstraktinin antienflamatuvar etkisini arastirmak igin rat mide
dokularinda IL-1B ve TNF-a diizeyleri degerlendirildi. Ulser grubunda TNF-o ve IL-1B
diizeylerinin arttigi goriildii. C. vulgaris’ in 100, 250 ve 500 mg/kg dozlarinin TNF-a
diizeylerini anlamli olarak azalttigi (p<0.01) 500 mg/kg ’lik dozun en etkili doz oldugu
belirlendi. Bulgularimizin mide {ilseri ve artmis inflamatuar sitokinlerle iliskilendirilen 6nceki
caligmalarla uyumlu oldugu goriilmiistiir (Ma ve digerleri, 2022; Yi ve digerleri, 2022). C.
vulgaris ekstrakti uygulamasinin inflamatuar belirtegleri azalttigi ve giiglii antiinflamatuar
ozellik gosterdigi goriildii. Bulgularimiz, C. vulgaris ekstraktinin testis torsiyonu/detorsiyonu,
vaskiiler demans, diyabetik yaralar, bobrek toksisitesi ve karaciger toksisitesi gibi ¢esitli hayvan
modellerinde inflamatuar belirtegleri modiile etmedeki etkinligini gosteren mevcut literatiirle
de uyumludur (Abdelzaher ve digerleri, 2022; Al-Rasheed ve digerleri, 2013; Azim ve digerleri,
2015; Jintao, 2022; Qian ve digerleri, 2021). Bu kanitlar, C. vulgaris ekstraktinin mide
tilserlerine kars1 inflamatuar yanit1 baskilayarak koruyucu bir etki gdsterdigini ve inflamasyon

ile iliskili doku hasarini hafifletmedeki potansiyel terapdtik degerini vurgulamaktadir.

Oksidatif stres, serbest radikal olusumu ile antioksidanlarin koruyucu etkileri
arasindaki 6nemli bir dengesizlikle karakterize edilir ve doku hasarina katkida bulunan bir
faktor olarak bildirilir (Shivam ve digerleri, 2022). Oksidatif stresin baglamasi, ROT firetimi ile
olur. Bu durum lipid peroksidasyonuna ve MDA iiretimine yol agar ki bu da oksidatif stresin
iyi bilinen bir biyobelirtecidir (Akhigbe ve Ajayi, 2021). MDA'nin yiikselmis diizeyi, lipid
peroksidasyonunun meydana geldigini ve hiicre zarinin zarar gérdiigiinii géstermektedir (Aslan
ve digerleri, 2017). Normal hiicre i¢i konsantrasyonlarda ROT, hiicre ¢ogalmasi ve biiytimesi
dahil olmak iizere ¢esitli temel hiicresel siireglerde kilit bir rol oynar (Pizzino ve digerleri,
2017). Mide iilserinin olusumu, ROT aracili mide iltihabi ve hiicre hasari tarafindan énemli
olgiide etkilenir (Mittal ve digerleri, 2014). indometazin, vaskiiler hasara ve mide hiicre

nekrozuna neden olarak bu hasari siddetlendirir (Neamatallah, 2023).
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Mide iilserlerinin patofizyolojisinde oksidatif stresin merkezi rolii, degisik ¢aligsmalarda
vurgulanmis, 6zellikle GSH ve MDA'nin 6nemli biyobelirtecler oldugu bildirilmistir (Bayir ve
digerleri, 2023). Gastrik iilser ve lipid peroksidasyonunu gosteren bir belirteg olan MDA
seviyesi arasindaki iliskinin varlig1 belirlenmistir. (Santra ve digerleri, 2000). Bir arastirmada,
reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) artisinin, lipid peroksidasyonu ve glutatyon tilkenmesinin
gastrik mukozal hiicrelerde oksidatif hasara yol a¢tig1 ve indometazin ile indiiklenen akut
lezyonlarin patogenezinde etkili oldugu gosterilmistir (Park ve digerleri, 2013). Artan oksidatif
stres karsisinda hiicreler GSH gibi nonenzimatik bilesiklerin sentezi de dahil olmak tizere gesitli
savunma mekanizmalarini aktive eder (Nayki ve digerleri, 2018). Calismamizda, indometazin
uygulamasinin GSH diizeylerini kontrol ve A500 referans grubuna gore anlamli bir sekilde
azalttig1 (p<0.001) goriilmiistiir. Antiiilser etkili A500 dozunun endojen antioksidan sistem
tizerinde de diizenleyici bir etkisinin oldugu anlasilmistir. Ayrica C. vulgaris verilen gruplarda
gorillen MDA seviyesindeki Oonemli azalma C.vulgaris’in serbest radikal hasarina karsi
koruyucu etkili oldugunu gostermektedir. Calismamizda C. vulgaris’ in lig¢ farkli dozunun da
artmis olan MDA diizeylerinde anlamli azalmay1 (p<0.001) sagladig1 ve en etkili dozun 500
mg/kg oldugu goriilmiistiir.

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi, interhiicresel siiperoksit radikal seviyesini
disiirerek, oksijen radikallerini ¢ok daha stabil bir yapiya sahip olan hidrojen perokside
dontistiirir. Ancak, hidrojen peroksit molekiilii, daha reaktif bir metabolit olan hidroksil
radikaline ve/veya siiperoksit radikaline doniisebilir, bu da organizma i¢in oksidatif zarara yol
agmaya devam edebilir (Mao ve digerleri, 1993). Bu ¢alismada, C.vulgaris ekstresi A500
grubundaki SOD aktivitesinin kontrole yakin oldugu ve ayrica indometazin kaynakli SOD
enzim inhibisyonunun (kontrole gore yaklasik 3 kat azalma) C.vulgaris tarafindan baskilanarak
oksidatif stresin dnlenmesinde 6nemli role sahip oldugu sdylenebilir. Bu noktada devreye giren
CAT ve GPx enzimleri hidrojen peroksit molekiiliinii su molekiiliine yikarak antioksidan etki
gosterir (Alirezaei ve digerleri, 2011). Calismamizda C.vulgaris’ in biitiin antioksidan enzim
seviyelerinde anlamli bir artisa neden oldugu (P < 0.001) 6zellikle 250 mg/kg ve 500 mg/kg

dozlarinda ¢ok etkili oldugu goriilmiistiir.
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Gastrik mukozal hasarlar s6z konusu oldugunda, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) bir
kaynagi da aktive olmus nétrofillerdir. Notrofiller, lipidler, DNA ve proteinler gibi kritik
biyomolekiillerin ROT aracili oksidatif hasarindan 6ncelikli olarak sorumlu hiicrelerdir
(Karakoyun ve digerleri, 2009). Ayrica notrofiller tarafindan olusturulan serbest radikallerin de
gastrik llser iyilesmesini geciktirdigi bildirilmistir (Hamauzu ve digerleri, 2006). Bu
aragtirmada, mide dokusu homojenatinda mevcut olan miyeloperoksidaz (MPO) diizeyindeki
degisiklikler incelenmis ve boylelikle noétrofil kaynakli reaktif oksijen tiirlerine (ROT) bagl
hasar degerlendirilmistir. Ulser olusturulmus ratlarin gastrik dokularinda indometazinin
olusturdugu oksidatif stres, MPO aktivitesinde artisa neden olmustur. C. vulgaris’ in 250 ve
500 mg/kg dozlarinin MPO aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis sagladigi (p<0.05)

belirlenmistir.

Arastirmamizda gergeklestirdigimiz histopatolojik analizlerde, histolojik toplam hasar
skorunun, iilser grubunda belirgin olarak yiiksek iken IND+A250 ve IND+AS500 gruplarinda
azalmis oldugu goriildi. Mikroskobik bulgularimiz, makroskopik gézlemlerimizle uyumluydu.
Ulser grubunda, nekrotik hiicreler, inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve epitel hiicre kaybi
goriilmistiir. Buna karsin C. vulgaris ekstraktinin bu histopatolojik anormallikleri hafiflettigi,
en iyi korumanmn 500 mg/kg C. vulgaris ekstrakti ile saglandigi goriildi. Bu sonuglar,
indometazin tarafindan indiiklenen mide hasarma kars1 C. vulgaris ekstesinin koruyucu
oldugunu gostermektedir. Yapilan literatiir taramalarinda, mide iilserleine kars1 ayva yapraginin
koruyucu etkilerinin arastirildigi baska bir calismaya rastlanamamis olup, bulgularimiz
antioksidan ozellikleriyle bilinen ayva yapragi ekstraktinin, diger tiirlerde de oksidatif stresi

diizenleyerek mide iilserine koruyucu bir etki gésterecegine isaret etmektedir.

Arastirmamizdaki histopatolojik bulgular, biyokimyasal bulgularimizla uyumlu olarak,
C. vulgaris ekstraktinin mide iilserasyonunu hafifletmedeki etkinliginin kapsamli bir resmini
sunmaktadir. Calismamiz, indometazin kaynakli mide iilserine kars1 ayva yapraginin antitilser
etkisini ortaya koyan ilk calisma olmasi acisindan 6zel bir degere sahiptir. Bu ¢calismanin, daha
sonra yapilacak benzer arastirmalara ilham verecek ve yonlendirecek temel bir ¢alisma olacagi

diistiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yapilan bu calismayla indometazin ile uyarilan mide iilseri modelinde ratlarda ayva
yapragi (C. vulgaris) ekstresinin koruyucu etkisi degerlendirilmistir. Bulgularimiz, C. vulgaris
ekstraktinin giiclii antioksidan ve anti-inflamatuar 6zelliklere sahip oldugunu gostermistir.
Ozellikle, mide iilseri olusumunda énemli rol oynayan oksidatif stres ile iliskili reaktif oksijen
tirlerinin ve MDA nin artmis diizeylerinin hiicre zar1 islevlerine zarar verdigi ve GSH gibi

antioksidanlarin bu zararl etkileri dengelemede kritik oldugu belirlenmistir.

Calismanin bulgulari, mide iilserlerinin patofizyolojisinde inflamasyonun 6énemli bir rol
oynadigini dogrulamaktadir. C. vulgaris ekstrakti, inflamatuar yanitlar1 baskilayarak ve
oksidatif hasar1 hafifleterek mide iilserlerine kars1 etkili bir koruma saglamistir. Bu sonuglar,
C. vulgaris ekstraktinin gastroprotektif 6zelliklere sahip potansiyel bir dogal terapdtik ajan

olabilecegine isaret etmektedir.

Bu c¢alisma, C. vulgaris ekstresinin mide {ilserine karsi etkilerini arastiran ilk
caligmalardan biri olacaktir. Bu baglamda, C. vulgaris ekstresinin etki mekanizmalarinin daha
detayli anlasilmasi i¢in daha genis kapsamli ve ¢esitli modeller kullanilarak yapilan ek

arastirmalar Onerilmektedir.

Sonuglarimiz mide iilseri tedavisi i¢in yeni ve dogal tedavi yontemleri gelistirmek i¢in
saglam bir temel sunmaktadir. Bu nedenle, ayva yapragi ekstresinin farmakokinetik ve
farmakodinamik ozelliklerinin ayrintili bir sekilde arastirilmasi oldukg¢a 6nemlidir. C. vulgaris
ekstresinin farkli doz ve uygulama siireleriyle etkinliginin belirlenmesi, mide iilseri tedavisinde
optimize edilmis terapdtik stratejilerin gelistirilmesine katki saglayacaktir. Ayrica, bu ekstrenin
insanlar ve diger hayvan tiirleri lizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla kapsamli klinik

calismalar yapilmasi gereklidir.
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