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OzET

Deneysel Ulseratif Kolit Modelinde, Lycium barbarum’un (Goji Berry)
Apoptozis ve Otofajideki Rolii

Biisra CIMEN
Yiksek Lisans Tezi

FIRAT UNIVERSITESI
Fen Bilimleri Enstitiist

Biyoloji Anabilim Dalt
Aralik 2021, Sayfa: x + 58

Ulseratif kolit diinyada siklikla goriilen bagirsak hastaliklar1 igerisinde yer almaktadir. Lycium
barbarum (Goji Berry) antioksidan, antimikrobiyal, antiaging, antiinflamatuar etkileri olan, alternatif tipta
siklikla kullanilan bir meyve tiiriidir. Lycium barbarum’un (LB) bagirsak hastaliklarina etkisi kapsamli
olarak arastirilmasina ragmen {ilseratif kolit modelinde, apoptozis ve otofajik yolak iizerindeki etki
mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Bu ¢alismada; tlseratif kolit modeli {izerinde LB’un
apoptozis ve otofaji yolaga etkisi arastirilmistir. Arastirmada Wistar albino cinsi erkek sicanlar, ilseratif kolit
modeli olusturmak i¢in DSS kimyasali, kolit olusumunu engellemek amaciyla LB kullanilmistir.
Calismamizda DSS grubuna kiyasla LB+DSS grubunda; p53 ve Beclin 1 protein ekspresyon seviyelerinin
arttig1, TIGAR protein ekSpresyon seviyesinin azaldigi, MDA diizeyinin azaldigi, GSH diizeyinde ve katalaz
aktivitesinde ise artis oldugu, ayrica histopatolojik sonuglarda ise LB+DSS grubunda iilseratif kolitin
olusmadigi belirlenmistir. Genel olarak bulgularimiz LB’un iilseratif kolit olusumunu engelledigi, olusan
hasar1 azalttigi, savunma ve apoptozis/otofaji mekanizmalarini aktiflestirdigini gostermektedir. Caligmada
elde ettigimiz sonuglar, bir biitiin olarak degerlendirildiginde LB’ un iilseratif kolit olusumunu engelleyen

umut verici potansiyele sahip oldugunu sdyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Ulseratif Kolit, DSS, Lycium barbarum (Goji Berry), Apoptozis, Otofaji
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ABSTRACT

The Role of Lycium barbarum (Goji Berry) in Apoptosis and Autophagy in
the Experimental Ulcerative Colitis Model

Biisra CIMEN
Master's Thesis

FIRAT UNIVERSITY
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
December 2021, Pages: X + 58

Ulcerative colitis is one of the most common intestinal diseases in the world. Lycium barbarum (Goji Berry)
is a type of fruit that is frequently used in alternative medicine, with antioxidant, antimicrobial, antiaging,
antiinflammatory effects. Although the effect of Lycium barbarum (LB) on intestinal diseases has been
extensively studied, the mechanism of action on apoptosis and autophagic pathway in the ulcerative colitis
model has not yet been fully elucidated. In this study; the effect of LB on the apoptosis and autophagy
pathway on the ulcerative colitis model was investigated. Wistar albino male rat was used in the study. DSS
chemical was used to create ulcerative colitis model and LB was used to prevent colitis formation. In our
study, in the LB+DSS group compared to the DSS group; It was determined that p53 and Beclin 1 protein
levels increased, TIGAR protein level decreased, MDA levels decreased, GSH level and catalase activity
increased. Also, in the histopathological results, ulcerative colitis did not occur in the LB+DSS group. In
general, our findings show that LB prevents the formation of ulcerative colitis, reduces the damage, and
activates the defense and apoptosis/autophagy mechanisms. When the results of our study are evaluated as a
whole, we can say that LB has a promising potential to prevent ulcerative colitis.

Keywords: Ulcerative Colitis, DSS, Lycium barbarum (Goji Berry), Apoptosis, Autophagy
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1. GIRIS

1.1. Bagirsak Yapisi

Bagirsak kelimesi Latinceden tiiretilmis ‘i¢’ anlama gelmektedir. Bagirsaklar iki gruba
ayrilir;

-Ince bagirsak,

-Kalin bagirsak (Sekil 1.1).

1.1.1. ince Bagirsak

Sindirim ve emilim isleminin gergeklestigi ince bagirsak beslenme kanalinin en uzun kismini
olusturmaktadir, insanda yaklasik olarak 3,5 metre uzunlugundadir. Ince bagirsak sarmal tiip
benzeri ii¢ kisma ayrilmistir, bunlar proksimalden (mideden) distal bdlgeye dogru; duodenum
(onikiparmak bagirsagi), jejunum (ince bagirsagin iist kismi), ileumdur (ince bagirsagin alt kismz).
Duodenum; 25,4 cm uzunluguna sahip plorik sfinkterden baglayan en kisa bolgedir. Jejunum;
duodenumun devamidir ancak farki ince bagirsak mezenterinin serbest kenarlari ile tutunan, karin
boslugunda hareket eden sindirim kanalinin bir pargasidir. Ileum ise 1,8 metre uzunluguna sahip,
ince bagirsagin en uzun kismini meydana getirir, kalin bagirsagin ilk boliimiinii olusturan ¢ekumla
birleserek, ince bagirsagin son kismini olusturmaktadir (Cakir, 2019).

1.1.2. Kahn Bagirsak

Besinlerin ve sivilarin emilimini saglayarak, eliminasyon i¢in digkinin olusmasi baslica
gorevidir. Kolon; igerisinde yer alan sivilarin yaklasik olarak %90’ 1n1 emmektedir. ince bagirsag
ii¢ tarafli saran, 7,62 cm uzunlugunda olan kolon dort bolgeden olugmaktadir. Bunlar;

-Cekum,

-Kolon,

-Rektum,

-Aniis

Cekum: 6 cm uzunluguna sahip olan ¢ekum, kalin bagirsagin ilk kismini olugturmaktadir.
Cekumun ileum ile birlestigi bolge ostium ileocaecale olarak adlandirilir. Cekumun bulundugu
bolgede valva ileocaecalis (bauchini kapagi) bulunmaktadir. Valva ileocaecalis gorevi ise; kalin
bagirsakta bulunan besinlerin ince bagirsaga dogru gegmesini engellemektir.

Kolon: Kalin bagirsagin ikinci kismini olusturmaktadir. Yiyecek atiklar1 kolona geldiginde
ilk olarak karnin sag tarafinda bulunan yiikselen kolona gecer. Karacigerin alt kisminda, kolon sag
kolik biikiilmeyi meydana getirmek igin egilir, enine kolonu olusturur ve buradan gecen gida
atiklar1 sol kolik biikiilmede karin bolgesinin sol tarafina aktarilir. Yiyecek atiklar, arka karm
duvarmin sol kismindan asagiya dogru gelen kolondan gecger. Pelvis asagiya dogru geldiginde S
benzeri sigmoid kolonu meydana getirir.

Rektum: Sigmoid kanaldan ¢ikan yiyecek kalintilari, pelvisden rektuma gecer. Rektum
yaklasik olarak 20,3 cm’lik beslenme kanalinin son kismini olusturur ve sakrum, kuyruk sokumu
kemiginin 6niine dogru gelmektedir (Cakir, 2019).



Aniis: Gida kalintilar1 bagirsagin son boliimiinii olugturan anal kanala gelir. Genel olarak
3,8-5 cm uzunluguna sahip kanal, aniis govdesinin dis bélgesine dogru acilir. iki sfinkter
bulundurur anal kanal, bunlar i¢ ve dis anal kanal sfinkterdir. i¢c anal sfinkter diiz kas katmanindan
meydana gelmektedir ve buradaki kasilmalar istemsizce gergeklesmektedir. Dis anal sfinkter ise
goniillii kontrol altinda bulunan iskelet kasindan meydana gelmektedir. Diskilama haricinde i¢ ve
dis anal sfinkter genel olarak kapali kalmaktadir (Cakir, 2019).

= Gikan kolon Yatay kolon

Inen kolon

Ince bagirsak -~~~

Dz bagirsak
(Rektum)

Kor
bagirsak

Sekil 1.1. Bagirsak yapisi (Celebi, 2017).

1.1.3. Kolon Fizyolojisi

Kolonun baslica fizyolojik 6zellikleri sunlardir; emilim, tagima, depolama ve salgilamadir.
Su emiliminin tamami ¢ikan kolon ve ¢ekumda olusmaktadir. Kolon igerisinde siklikla goriilen
bakteri tiirii Bacteroides fragilis’dir, bu bakterinin gorevi ise ireyi pargalamak, patolojik
mikroorganizmalarin ¢ogalmasini énlemek, ince bagirsakta sindirimi gergeklesmeyen protein ve
karbonhidratlar1 sindirmek, enterohepatik fonksiyonlarda yer almaktir (Alkan, 2017). K ve D
vitaminlerinin {iretimi kolonda gergeklesmektedir. Kolonda yer alan bakterilerin iire ve proteini
parcalamasi sonucu meydana gelen gaz amonyaktir. Kokudan sorumlu olan gazlar ise dimetilsiilfid
ve metanetioldiir (Celebi, 2017).

1.2. Ulseratif Kolit

1.2.1. Tammm

Ulseratif kolit; kolon béliimiinde inflamasyon ve iilserasyonlarla ilerleyen inflamatuar
kronik hastalik tiirlerinden biridir, kolonun bir kismina ya da tamamina yayilarak tutunabilir,
genellikle bu hastaligi alan kisilerin kolon muhtevasindaki gida, bakteri vb. ile kolonun tahrig



olmasi neticesinde immiin sistemleri aktif hale gelmektedir. Ulseratif kolit belirtileri tahris
neticesinde alevlenmektedir. Alevlenmeler esnasinda genellikle hastalarda mukuslu ve kanli gayta,
karin agrilari, siskinlik, diyare ve kramp gibi semptomlar goriilmektedir (Ugurlu, 2020). Kuzey
Amerika, Kanada, Britanya, Iskandinavya gibi iilkeler yiiksek insidansa sahiptir. Ulseratif kolit
hastaliginin etiyolojisi kesinlesmemis ve tedavi konusunda miikemmel yontemlere halen
ulasilamamistir. Son zamanlarda farkli tedavi yontemleriyle ilgili arastirmalar devam etmektedir.
Yapilan arastirmalar gostermistir ki; iilseratif kolit hastaliginin teshisi sonrasi, hastalarin yaklagik
%21°1 klasik ilag¢ tedavi yontemlerini birakarak, alternatif tedavi yontemlerini tercih etmektedir.
Tedavi siirecindeki yetersizlik, farkli ve etkili yontemlere ihtiyaci kanitlamaktadir (Agaoglu, 2020).

1.2.2. Etyoloji

Ulseratif kolit hastaligmin patogenezinde mikrobiyolojik, immiinolojik, genetik, gevresel
faktorler neden olarak gosterilse de, etiyolojik sebebi heniiz kesinlesmemistir (Kiling, 2019).

1.2.3. Genetik Faktorler

Ulseratif kolit hastaligiyla ilgili yapilan genom arastirmalar1 sonucunda 163 tane genetik
lokus belirlenmistir, lokuslarin yaklasik 113 adeti psoriazin, ankilozan spondilit, primer immiin
yetmezligi ve mikrobiyal enfeksiyonlarla iliskisi gozlemlenmistir. Bu tablo iltihabi bagirsak
rahatsizliklarinin otoimmiin kdkenli oldugu konusunu desteklemektedir. Yapilan farkli aragtirmalar
sonucunda HLA-B52, HLA-DR1, HLA-B27, HLA-DR2, HLA-B5, HLA-B35 alelleri, iilseratif
kolit hastaliginin goriilme potansiyeliyle iliskili oldugu belirtilmistir. En iyi bilinen baglantis1 16.
kromozomun perisentromerik boliimdeki niikleotit binding oligomerization domain 2 (NOD 2)
geni ve proteinidir (Yaman, 2020).

1.2.4. immiinolojik Faktérler

Bagirsagin, icerik ve mukozal olarak immiinolojik dengesi bulunmaktadir. Endojen
etkenlere ve bakteriyel {iriinlere bagirsagin fizyolojik cevabi; diisiik seviyede intestinal mukozal
inflamasyon olusturmaktir. Bu yanit kontrolii saglayan mekanizma ile baskilanarak, bagirsagin
zarar gdrmemesine neden olmaktadir. Ulseratif kolit hastalarinin ise kontrol mekanizmalari
baskilanmistir. Hiicresel, hiimoral immiin sistem ilseratif kolit hastaliginin patogenezinde rol
oynamaktadir (Kadifeci, 2017). Ulseratif kolit diyetteki bakteriyel veya endojen antijenlerin
olusturdugu uyari poliklonal immiinoglobulin G (IgG) cevabina sebep olur. En iyi tanimlanmig
otoantijen ‘epitejyan’ antijenidir (40 kilo dalton- KD). Bu antijenler eklem, deri, géz, safra dokusu
gibi alanlarda da bulunmaktadir ve antijenik bu yanit iilseratif kolit i¢in 6zgiildiir (Kiling, 2019).

1.2.5. Cevresel Faktorler

Sigara igen kisilerde, sigara igmeyen kisilere kiyasla yaklasik 2-6 kat iilseratif kolit
hastaliginin goriilme siklig1 daha fazladir. Yapilan arastirmalar neticesinde; probiyotik verilmesi,
antibiyotik tedavisi, ileal diversiyon ile bagirsak pasajinin digariya alinmasi bagirsagin

mikrobiyotasini degistirmektedir, bu miidahale yontemlerinin intestinal inflamasyonu azaltmada



etkili oldugu belirlenmistir. Cevresel faktorler icerisinde; bugday, sebze, alkol, meyve, rafine seker
ve farkli birgok gidalara ilave edilen silikon dioksit benzeri maddeler arastirilmistir, fakat higbirinin
iilseratif kolitle iligkisi net olarak belirlenmemistir (Yaman, 2020). Baslangicta hastaligin sebebi
farkli mikroorganizmalar oldugu gosterilse de bakteriyel, fungal ve viral gibi mikroorganizmalarin
inflamatuar bagirsak hastaligina neden oldugu heniiz kesin olarak belirlenmemistir (Zelka, 2020).

1.2.6. Psikojenik Faktorler

Inflamatuar bagirsak hastalig1 psikosomatik hastaligin bir grubu olarak kabul gdrmiistiir.
Psikojenik faktorlerin, inflamatuar bagirsak hastaligiyla iliskilendirilmesi ilk olarak 1930°Iu
yillarda psikiyatristlerin ve gastroenterologlarin duygusal anlamda, muhtemel bagirsak
semptomlariyla ilgili olabilecegi diislincesiyle baglamistir. Stres faktoriiniin duyusal, motor ve
gastrointestinal salgi fonksiyonundaki farkliliklar, bagirsagin gegirgenligini fazlalagtirmas1 gibi
etkenlerin bu hastaligin belirtilerine ¢evrilebilecegi agiklanmustir (Kiling, 2019).

1.2.7. Ilaclar

Son yillarda yapilan farkli arastirmalarda, klinikte siklikla kullanilan antibiyotiklerin
iilseratif kolit iizerinde herhangi bir etkisi belirlenmemistir. Risk artisinin gozlemlendigi non-
steroid antiinflamatuar ve oral kontraseptik ila¢ grubudur. Akne tedavisinde tercih edilen
isotretinoin ilaci i¢in de gesitli arastirmalar ve sonuglara ulasilmistir. Fransa’da isotretinoin ilag
kullaniminda, hastalar {izerinde yapilan arastirma sonucu higbir risk faktorii saptanmamigken;
ABD’de yapilan ¢aligmalarda ise iilseratif kolit olusturma riskinin yiiksek oldugu belirtilmistir
(Disli, 2020).

1.2.8. Klinik Bulgular

Ulseratif kolitte siklikla goriilen belirtileri mukussuz ve mukuslu kanli ishal, kilo kaybu, ates,
siddetli karin agris1, halsizliktir (Metin, 2020). Inflamatuar bagirsak hastaliklarindan biri olan
iilseratif kolit, kolorektal kanser ihtimalini arttirmaktadir. 14 yil siire ile takip edilen iilseratif kolit
hastalifina yakalanan kisiler iizerinde yapilan arastirma neticesinde, hastalarin birgogunda
kolorektal kanser olustugu bildirilmistir, sonu¢ olarak iilseratif kolit kolorektal kanser riskinin
artmasina sebep olmaktadir (Altun, 2019).

1.2.9. Deneysel Ulseratif Kolit Modelleri

Otuz yildan fazla bir siiredir deneysel iilseratif kolit modelleri kullanilmaktadir. Modellerin
olugsmasi; laboratuvarda deney hayvanlarimin deniz yosunu ekstraktini tiiketmesi neticesinde,
insanlarda olusan {ilseratif kolit hastaligindaki semptomlarin gézlemlenmesi ile baslamistir.
Sonraki siireglerde ise immiin transfer, farkli kimyasallar ile indiikklenen, genetik tabanli ve
bakteriyel 6rnek modelleri olugturulmustur (Tablo 1.1) (Kiigiik, 2020).



Tablo 1.1. Deneysel iilseratif kolit modelleri (DSS: Dekstran Sodyum Siilfat; TNBS: Trinitrobenzen Siilfonik
Asit) (Kigiik, 2020).

DSS, TNSB, Oksazalon, Asetik asit ile olusturulan
modeller

Salmonella ile indiiklenen ve Adherent Invaziv
Escherichia coli (AIEC) ile olusturulan modeller

Kimyasallarla olusturulan modeller

Bakteriyel Modeller

Immiin transfer modeller Adoptif hiicre transfer kolit modeli
Genetik modeller “Knock out” ve transjenik modeller

1.3. Dekstran Sodyum Siilfat (DSS)

(C6H7Na3014S3)n kimyasal formiilii olan, suda ¢oziinme Ozelligine sahip, negatif yiiklii
stilfatlanmig polisakkarit tiirlerinden biridir. Deneysel kolit olusturmak amaciyla 40-50 kDa
molekiil agirligindaki DSS tercih edilmektedir. Sican ve farelerde intestinal kolit tetiklemek
amaciyla, bilimsel ¢aligmalarda cogunlukla kullamlmaktadir. Ulseratif kolit hastaliginda bagirsak
epitel bariyerindeki farklilagsma, bu sekilde liimende bulunan bakteri ya da bakteri antijenlerinin
mukozaya dogru ilerlemesi ve kolonik inflamasyonu tetiklemesi hastaligin sistemi olarak ileri
siiriilmektedir. Benzer olaylar DSS ile meydana gelmis kolit modellerinde de goriilmektedir.
DSS’nin bagirsak iltihabina neden olan mekanizmasi heniiz tam olarak bilinmemekle birlikte, DSS
epitel hiicrede bozulmalara neden olmaktadir, hasar sonucunda olugsan immiin tepkiler, kolonik
epitelde mukozal bariyer boyunca farklilagmalara sebep olur. Bu nedenle DSS’nin kisa siire
icerisinde fare ya da sicanlarin i¢gme sularina eklenmesiyle, kolonla sirli olarak;
tilserler/erezyonlar, karakterize akut inflamasyonu ve kript kayiplari meydana gelmesiyle
neticelenmektedir (Sekil 1.2). Olusturulan modelin; insanlarda goriilen tilseratif kolit hastaligindan
farki ise kolit olusumu i¢in T hiicresine ihtiya¢ yoktur. Adaptif immiinitenin bir bileseni olan T
hiicrelerinin olmamasinda da bagirsak inflamasyonu olusabilmektedir, bu nedenle dogal bagisiklik
hiicrelerinin olusturdugu efekter sitokinlerin inflamasyona sebep olmak konusunda yeterli oldugu
belirlenmistir. Yapilan bir arastirmada bagirsaktaki inflamasyon ‘SCID (Severe combined
immunodeficient) ve Ragl-/- (Recombinase-activating gene-2 knockout mice)’ farelerde DSS ile
olusabilecegi sonucuna varilmigtir. Yapilan farkli bir aragtirma sonucunda ise; DSS’nin
kullanilmas1 hayvanlarda dogrudan bagirsak inflamasyonuna sebebiyet vermeyip, bagirsak
epitelinde kimyasal hasar olusturmaktadir. Olusturulan hasar sonrasi, lamina propria ve
submukozal kompartman, liimen antijenleri ve enterik bakterilerin istilasina ugramakta ve
inflamasyon meydana gelmesine neden olmaktadir. DSS’nin tetikledigi kolitin etkisi; dozaj olarak
% 3 veya 5, siiresi ise akut ya da kroniktir. DSS; C3H/HeJ ve Balb/c fare soylarinda daha hassasiyet
gostermektedir, erkek farelerin disi farelere kiyasla daha duyarl olduklari belirlenmistir. Ulseratif
kolit caligmalarinda; uygulama sirasindaki hizliligi ve kolaylig1 (igme suyu ile), tekrar edilmesi,
dozajim kontrol etme olanagi sebebiyle DSS kolit modeli siklikla tercih edilmektedir. DSS
uygulama siklig1 ve dozajinda farkliliklar olusturularak kronik ve akut inflamasyon modelleri
olusturulabilir (Kiigiik, 2020).
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Sekil 1.2. DSS maddesinin etkisi (Kiigiik, 2020).

1.4. Lycium barbarum

Kurt tizimii ya da Goji Berry (Solanaceae familyasinda) olarak da bilinen Lycium barbarum
(LB); Tibet, Cin ve farkli Asya iilkelerinde olusan, genellikle 1-2 cm uzunluguna sahip, kirmizi-
turuncu renkte bir meyve tiriidiir. Yaygin olarak geleneksek Cin tibbinda kullanilmaktadir (Ugar,
2018). LB’un omrii uzatici etkisinin oldugu inanci sebebiyle, Cin halki tarafindan ‘mutluluk
meyvesi’ olarak tanimlanmis ve yiizyillarca kullanilmistir (Ma vd., 2019). Yapilan farkl
aragtirmalarda bu meyvenin insan sagligi iizerinde olumlu etkilerinin oldugu belirlenmistir.
Ornegin; kan sekeri ve lipit seviyesinde azalmalara neden olmasi, yaslanma karsiti, stresi azaltmasi
gibi (Oguz, 2019).

1.4.1. Kimyasal Bilesenleri

LB’un kimyasal bilesenlerinde en c¢ok dikkat ¢eken polisakkarit kompleksleridir. Bu
kompleksler ise polipeptit ve asidik heteropolisakkaritten meydana gelen komplekslerdir,
miktarlarinda farkliliklar olsa da polisakkaritler esasen 6 tane monosakkaritten meydana gelmistir.
Monosakkaritler sunlardir; ramnoz, galaktoz, glikoz, mannoz, arabinoz, ksilozdur. LB meyvesinin
polisakkaritlerinde, 18 tane aminoasit ve galakturonik asit bulundurmaktadir. LB’un turuncu-
kirmizi renkli olmasina sebep olan, igerigindeki karotenoidlerdir. Ekstrakti ile ilgili yapilan
caligmalarda LB, 7 tane karotenoid esteri ve 11 tane serbest karotenoid icermektedir (Yilmaz,
2017).



Karotenoidler igerisinde zeaksantin maddesi ¢okca bulunmaktadir. Bu madde genellikle goz
sagligina kars1 koruyucu etkisiyle dikkat ¢ekmektedir. LB’da karotenoid ve polisakkaritlerden
farkli olarak igeriginde; beta-sitosterol, betain, serebrosit, p-kumarik asit gibi yararh bilesikler ve
Co, Fe, K, Ca, Zn, Se, Mn, Mg gibi faydali minerallerde bulunmaktadir (Y1ildiz, 2018).

1.4.2. Metabolizmaya Etkisi

6 farkli monosakkarit igerigine sahip olan LB metabolizma hizini, igerigindeki
polisakkaritleri sayesinde ise detoksifikasyon ve protein sentezini arttirmaktadir (Catav, 2019). LB
karaciger rejenerasyonunda ve karaciger hiicrelerinin fonksiyonlarini gerceklestirmesinde etkilidir
(Ozdemir, 2017).

1.4.3. Antioksidan Etkisi

Yapilan farkli arastirmalarda LB’un antioksidan 6zellikte organizmayi koruyucu oldugu
belirlenmistir. Ayrica CAT, GSH-Px ve SOD diizeylerini arttirdig1 bildirilmistir (Samar, 2019;
Sengiin, 2019). ‘Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi’ (ORAC) besinlerde bulunan antioksidan
icerigini belirtmektedir. Besinlerin icerdigi ORAC seviyesi yiiksekse, hiicre ve hiicre bilesenlerini
oksidatif hasarlar karsisinda korumaktadir (Ergiir, 2019). LB’un ¢ok sayida sebze ve meyveyle
karsilastirildiginda ORAC degerinin yiiksek oldugu sonucuna varilmistir (nar, yaban mersini,
bogiirtlen, cilek, 1spanak, briiksel lahanasi, pancar, portakal, sogan, havug¢ vb. kiyaslanmis ve en
yiikksek ORAC seviyesi LB meyvesinde oldugu belirlenmistir). LB’un cildi canlandirdigi ve
elastikiyetini arttirdign gibi sebeplerden dolay1 farkli kozmetik iiriinlerinde kullanilmaya
baslanmustir. Icerigindeki vitamin ve antioksidan dzelligiyle; yara izleri, giines ve sivilce lekelerine
iyi geldigi yapilan aragtirmalar sonucunda belirlenmistir (Cetin, 2019). Cerulein kimyasali ile
olusturulan deneysel akut pankreatite bagl olarak gelistirilen bobrek hasarina LB ekstraktinin etkisi
ile ilgili yapilan bir ¢alismada, LB ekstraktinin oksidatif stresi azalttifi agiklanmistir (Dogan,
2016). Yapilan baska bir aragtirmada hidrojen peroksit ile indiiklenen insan endometrial stromal
hiicrelerine verilen hasar tizerine LBP’nin (Lycium barbarum polisakkaritleri) etkisi
degerlendirilmis, calisma sonucu LBP’nin olusan oksidatif strese karsi koruyucu etkisinin oldugu
belirlenmistir  (Shan vd., 2017). Ultraviyole radyasyon oksidatif hasar1 indiikleyen,
fotokarsinojeneze neden olan cilt hasarinda énemli bir rolii bulunmaktadir. Ultraviyole radyasyon
ile insan keratinositlerinde olusturulan hasara karsi LBP’nin etkisinin arastirildigi farkli bir
calismada, LBP’nin ROS seviyesini azalttigi, hiicre canliliginda ultraviyole kaynakli azalma
karsisinda koruyucu etkisinin oldugu agiklanmistir (Peng vd., 2017). Siklofosfamid (CTX) siklikla
kanser tedavilerinde kullanilan ilaglar igerisindedir, ancak CTX tedavisi kadin yumurtaliginda
hasara sebebiyet vermektedir. Disi siganlarda CTX ile olusturulan yumurtalik hasarina karsi
LBP’nin etkisi aragtirilmigtir. Yapilan aragtirma sonucunda CTX’nin neden oldugu yan etkileri
azalttigi ve yumurtalik hasarina karsi koruyucu etkisinin oldugu belirtilmistir (Yang vd., 2017).
Alloksan kimyasal1 ile diyabetik nefropatili tavsanlarda bobrek dokusundaki hasar ve inflamatuar
reaksiyona karst LBP’nin Onleyici etkisinin arastirildigi bir ¢alismada LBP’nin bobrek
fonksiyonlarini iyilestirdigi, bobreklerdeki inflamatuar reaksiyonu hafiflettigi belirtilmistir, ayrica
bu calisma sonuglarina gore LBP’nin hastalig1 onleyici etkisi, tedavi edici etkisinden dahi iyi



oldugu disiiniilmektedir (Zhao vd., 2016). Yapilan farkli bir aragtirmada retina ganglion hiicreleri
CoCl; kimyasali kullanilarak hasara ugratilmistir, hiicreler LBP’leri ile 24 saat tedavi edilmistir.
Calisma sonucunda LBP’leri retina ganglion hiicrelerinde hasar nedeniyle hiicre canliligindaki
azalmaya kars1 koruyucu etkisinin oldugu belirtilmistir (Liu vd., 2020). Lycium barbarum’un
iceriginde solavetivon maddesi bulunmaktadir, solavetivon ¢ok giiclii antibakteriyel etkiye sahiptir
(Wang vd., 2015). Yapilan bir arastirmada LB’un mikroorganizmalara kars1 giicli bir
antimikrobiyal etkisinin oldugu agiklanmistir (Kalkan vd., 2019). LB’un igeriginde, goz sagligina
iyi gelen zeaksantin maddesi bulunmaktadir, erkek farelerde LB’un kuru g6z hastalig1 iizerindeki
etkisi arastirilmis, ¢alisma sonucunda LB’un kuru gbz hastaligi semptomlarim iyilestirdigi
belirtilmistir (Chien vd., 2018). Kadinlar menopoz sonrasi Ostrojen seviyelerindeki azalma
sebebiyle, yaslandik¢a bilissel gerileme sorunu yasarlar. 45 disi fare ile olusturulan menopoz
hayvan modelinde LBP’nin 6grenme ve hafiza bozuklugu iizerindeki etkisi incelenmistir. Caligsma
sonuclarina gére LBP’nin 6grenme ve hafiza bozuklugunun 6nlenmesi amaciyla potansiyel bir ajan
olabilecegi belirtilmistir (Zheng vd., 2021). Orta dereceli egzersizler sagliga yararlidir, fakat
yapilan egzersizin miktar ve yogunlugu belli bir sinirin {izerinde olursa viicuttaki oksidatif stres
miktar1 artar. LBP’nin erkek ratlar iizerinde yorucu egzersiz programinin neden oldugu oksidatif
stresi azalttigi belirtilmistir (Hu vd., 2021). Yapilan bir arastirmada disi farelerde ‘tekrarlanan
siiperoviilasyonun’ sebep oldugu yumurtalik yaralanmalarina karst LBP’nin onarici etkilerinin
oldugu aciklanmistir (Wang vd., 2020). Dekstrometorfan (DXM) kimyasali yiliksek oranda
kullanildig1 zaman haliisinasyon ve depresyona neden olmaktadir. DXM nin neden oldugu depresif
hastalik iizerinde LBP’nin etkisinin degerlendirildigi bir arastirma sonucunda LBP’nin depresif
hastalig1 hafifletmek i¢in uygun bir ek tedavi olabilecegi belirtilmistir (Po vd., 2017). Kursun
cevredeki yaygin metal kirleticilerdendir, uzun bir siire maruz kalindiginda bobreklerde
iltihaplanma ve hasara neden olmaktadir. Farelerde kursun kaynakli bobrek hasarinda LBP’nin
etkisinin arastirildig1 ¢alisma sonuglarina gore; LBP’nin patolojik hasari azalttigi ve kandaki {ire
miktarinda azalmaya neden oldugu belirtilmistir (Xie vd., 2021). Yenilenebilir bitki kaynakl
nanopartikiiller birgok hastaligin tedavisi i¢in ilgi ¢ekicidir. LB’un lipit bazli yenilenebilir
nanopartikiilleri olusturularak ilseratif kolit hastaligina karsi etkisinin aragtirildigi calisma
sonuclarina gore; nanopartikiiller {ilseratif kolitte siklikla goriilen kilo kaybi-kolon kisalmasi-
iltihaplagsma gibi semptomlar1 hafiflettigi ve iilseratif kolit hastaligini iyilestirdigi belirtilmistir (Zu
vd., 2020).

1.5. Apoptozis

Apoptozis hiicresel dengeyi korumakla gorevli, inflamasyon olmadan hiicre 6liimlerini
diizenleyen programlanmig bir mekanizmadir (Aktas, 2017). Programli bu mekanizmanin ana
gorevi, organizmanin normal isleyisine zararli olacak hiicreleri uzaklastirip, hasara ugramis
hiicreleri ortamdan kaldirip homeostazin devamliligimi saglamaktir (Colpan, 2020). Apoptozis
asamasinda hiicredeki farkliliklar; biiziilme ve komsu hiicre ile olan temasimn yok olmasiyla
karakterizedir. Bu biiziilme sebebi ise CI, K ve Na gibi tasiyici sistemlerin durmasi sonucu hiicre
ici ve digindaki sivi hareketinin gerceklesmemesidir. Apoptozisin ger¢eklesmesi i¢in sinyal alan
hiicrenin hacmi yariya diiser, gevresiyle olan iletisimi kesilir ve mikrovilluslar1 yok olur. Elektron

mikroskobunda dikkat ¢eken degisiklikler ise; plazma membranda sekilsel farkliliklar sonucu



kabarcik olusumu gozlemlenir, olusan bu yapiya ‘zeiozis’ adi verilmektedir (Kapancik, 2020;
Erkog, 2018).

1.5.1. Apoptozisin indiiklenmesi

Apoptozis asamasinda hiicre 6liim reseptorleri olarak adlandirilan Tiimor Nekroz Faktor
Reseptorii-1 (TNRF-1) ve Fas (ya da APO-1, CD95)’in gorevli ligandlariyla uyarilir. Hiicre
ylizeyinde bulunan reseptorler, hiicre membraninda yer alir ve Tiimér Nekroz Faktor Reseptor
ailesinin iiyelerinden birisidir. Oliim reseptoriindeki ligandlar, reseptdriin oligomerizasyonuna
sebep olarak aktif hale gelir (Sirin, 2018). Reseptdr oligomerizasyonunun aktiflesmesinden sonra
0zgiin olan adaptor proteinler (FADD, TRADD) reseptorlere baglanmaktadir. Bu olay kaspazlarin
aktif hale gelmesine sebep olmaktadir (Kapancik, 2020). Kaspazlar programlanmis olan hiicre
olimiini arttiran hiicre igerisindeki sistein proteazlardir ve peptid bagini aspartik asitten sonra
kirarlar. Programli hiicre Oliimiinde kaspazlarin etkili olduguna dair ilk ¢alisma Nematod
solucanlarindan Caenorhabditis elegans tizerinde gergeklestirilmigtir. CED-3 hiicre dliimiinde
bozuk gendir ve bu genin programli hiicre 6limiinde énemli gorevleri oldugu belirlenmistir.
Yapilan benzer aragtirmalar, apoptozise sebep olan yolaklarda proteazlarin da gorev aldigi
sonucunu gostermistir. Kaspaz ailesi kendi igerisinde iki gruptan olusmaktadir. Bunlar; apoptozis
asamas1 ger¢eklesirken aktiflesen (kaspaz-2, -3, -6, -7, -8, 9, -10), inflamatuar cevaplarin
uyarilmasinda gorevli ICE/kaspaz-1’le etkilesim halinde olan (kaspaz-1, -4, -5, -6) kaspazlardir.
Kaspazlar sinyal ulagincaya kadar zimojen haldedir, sinyal ulasinca kirilip aktif hale gelirler ve
dimerize olurlar. Kaspaz dimerizasyonu iki sekilde ger¢eklesmektedir; hiicre yiizey reseptoriiniin
aktivasyonu veya kaspaz-9 baglayici proteini Apaf-1’in uyarimi ile olusmaktadir. Sonug¢ olarak
aktif hale gelen kaspaz-9, kaspaz-3’ii aktiflestirir. Kaspaz aktivasyon kaskadinin baglamasi igin
kaspaz-2, -8, -9 ve -10 gorev alirken, kaspaz-8 ve -10 ise adaptor proteinlerle iletisimi saglayan
oldiriicii efektor bolgeyi (DED) bulundurmaktadir. Kaspaz-2 ve kaspaz-9 ise efektor kaspazlarin
aktif hale gelmesinde, adaptor molekiiliin baglanmasinda etkilidir. Apoptozisin gergeklestigi sirada
hiicre yikimindan gorevli olan kaspaz-3, -6 ve -7 efektor kaspazlardir (Muratoglu, 2020; Aykan,
2018). Ayrica CAD (caspase activated DNAse) endoniikleaz proteininin aktivasyonu ve enzimin
DNA’y1 parcalamasina yardimer olmaktadir. DNA fregmantasyonu sonrasinda hiicre
morfolojisinde farkliliklar olusur ve apoptotik cisimcikler meydana gelir (Onciil, 2017). Cok
hiicreli organizmalarda apoptozis, genetik kontrol ve yiiksek koruma olarak bilinmektedir. Hiicre
icerisinde bir sorun tesbit edilirse hiicre mitokondrilerin 6nemli etkisinin bulundugu intrinsik yol
(icsel) ve apoptotik reseptorlerin basladigl alana membran reseptorlerinin hareket ettigi ekstrinsik
yol (digsal) aktiflestirilir. Bunlarin disinda apoptozisin aktiflesmesinde gorevli diger sinyal yolak
ise granzim yolaktir (Sekil 1.3).

Ekstrinsik (digsal) yolak; FAS, TNFR ve DRS5 gibi hiicre zar1 reseptorleridir, bu reseptorlerle
iliskili 6liim ligandlarimin Fas-L, TNF-alfa, TROIL baglanmasi ile ekstrinsik yolak baslatilir ve bu
sekilde apoptozis indiiklenir (Karabekir, 2017).

Intrinsik (i¢sel) yolak; inflamasyon, stres, toksik reaktiflerle tetiklenebilir. Mitokondri zar
potansiyelinde gerceklesen farkliliklarla aktif hale gelir. Mitokondri zar potansiyelindeki
farkliliklar mPTP’lerin acilmasi ve mitokondri i¢ zarinda yer alan sitokrom c’nin sitozole
translokasyonuyla tamamlanmaktadir. Stokrom ¢ Apoptozis Proteaz Aktiflestirici Faktor 1 (APAF-



1) ATP enerjisini kullanarak kaspaz-9’u keser aktiflestirir. Kaspoz-9’da, kaspaz-3’ii aktif hale
getirerek hiicrede apoptozis olaymin gergeklesmesini saglar. intrinsik yolak dis mitokondriyal
zarda bulunan Bcl-2 araciligiyla diizenlenmektedir. Bel-2 aile tiyelerinden olan Bax ve Bad pro-
apoptotik, Bcl-W ve Bcl-X ise anti apoptotik 6zellige sahiptir (Colak, 2020; Unsal, 2018).

Granzim yolak; sitotoksik T hiicresi, enfekte olan hiicre zarindan por olusumuna sebep olarak
(olusan por perforin olarak adlandirilir) granzim A ve B enziminin hiicre igerisine girisini
saglamaktadir. Olusan bu enzimler kaspazlarin aktif hale gelmesiyle (Kaspaz-9 ve Kaspaz-3
aktivasyonu) apoptozis olusumunu saglamaktadir, ya da set kompleksini aktif hale getirerek
DNA’nin kesilmesine sebep olurlar (Tomruk, 2017).

Apoptozisin hiicrede kismi yetersizligi ya da asir1 gerceklesmesi hastalik sebebidir. Ornegin
yeterli diizeyde gerceklesmeyen apoptozis sonucunda kanser, asir1 diizeyde gerceklesen apoptozis
sonucunda ise miyelodisplastik sendrom, AIDS, nérodejeneratif rahatsizliklar ve I/R hasar
(miyokard infarkt1 ve serebrovaskiiler inme-atak) goriilmektedir (Colak, 2020).
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Sekil 1.3. Apoptozisin aktiflestirilmesinde gorevli yolaklar (Degerli, 2019).

1.5.2. p53 Proteini

Insan genomunda 17. kromozomun p kolunda (17P13.1) yer alan p53 geni, tiimér baskilayici
genler igerisinde dnemli gorevleri bulunan genlerden biridir. pS3 geni, p53 proteinini kodlamakla
gorevlidir (Sabapathy vd., 2019). 53 Kda molekiiler agirliga sahip olan bu protein; stres olusturan
durumlar, telomerez yoklugu, dNTP eksikligi, DNA hasar1 gibi kosullarda seviyesi ¢ok fazla artan
proteinler igerisinde bulunmaktadir (Marcus vd., 2019). Oksidatif stres, DNA hasar1 gibi
durumlarda p53 proteini uyarilir, uyarim sonrasi hiicre siklusu durdurulur ve hasar onarim
mekanizmasi aktiflestirilir, hasar tamir edilemeyecek bir seviyede ise p53 proteini hiicreyi
apoptozise siiriikler. p53 proteini, uyarildigi zaman konsantrasyon seviyesinde artis olur ve spesifik
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olarak DNA’ya baglanarak, bir¢ok farkli genin faaliyetini olumlu-olumsuz yonden etkilemektedir
(Kanapathipillai, 2018; Stein vd., 2019). p53, 100’den fazla genin aktivitesini diizenledigi ve
biyoinformatik analizler sonucunda p53’iin genom tizerinde 4000’den fazla baglanma konumuna
sahip oldugu bilinmektedir. p53 proteini, 393 aminoasitten meydana gelen fosfoprotein kodlar ve
10 intron 11 ekzondan meydana gelen bir gen araciligiyla kodlanir. Yapi-islev olarak arastirildigi
zaman p53 proteini bes farkli alandan meydana gelmistir, bu alanlar sirastyla soyledir;

Transkripsiyondan agamalarda gorevli olan N terminal alan1 (1. ile 43. aminoasit arasindaki
kisim), prolince zengin olan kisim (64. ile 92. aminoasit arasinda), p53 mutasyonlariin olustugu
DNA baglanma bolgesi ya da merkezi kor alani (100. ile 300. aminoasit arasinda), protein
tetramerizasyon alani (320. ile 360. aminoasit arasinda), zengin bir lizin aminoasite sahip C-
terminal alanidir (360. ile 393. aminoasit arasinda). p53 proteinin apoptotik aktivitesi ve stabilitesi
icin, prolin bakimindan zengin bdlge biiyiik 6nem arz etmektedir. Tetramerizasyon bolgesi p53’iin
aktive olmasi i¢in ¢ok dnemlidir. p53’iin DNA bdlgesine baglanmasi i¢in biiyiik 6nem tastyan ise
DNA baglanma alanidir. Yapilan arastirmalar sonucunda p53 mutasyonlarmin %95 oraninda
baglanma alaninda olustugu gézlemlenmistir (Pilley vd., 2021).

pS53 proteini birgok farkli hiicresel uyarilar sonucunda aktiflesmektedir ve yine bir¢ok
biyolojik sinyal aginda 6nemli gorevleri bulunmaktadir. Transkripsiyon faktorii olarak da gorevleri
bulunan p53 proteini, DNA onariminda, apoptozis sirasinda hiicresel yanit i¢in beklemekte olan
genlerin transkripsiyonunda da gorev tistlenmektedir. p53 proteini; kaspaz 3, 7, 8 ve 9 enzimlerini
aktif hale getirerek, apoptozis mekanizmasini uyarir. Bu sekilde malignant olusumunu engellemis
olur. Hiicrede ya da DNA’da hasar mevcut ise p53, bazi genlerin aktif hale gelmesine (Fas, BAX,
Apaf-1 gibi), baz1 genlerin ise baskilanmasina (Bcl-2, Bcl-XL gibi) neden olarak apoptozis
sistemini etkilemektedir. Yapilan arastirmalarda apoptozisin belirlenmesi amaci ile baz1 metotlar
gelistirilmistir, 6rnegin; giemsa boyama, elektron mikroskopi, floresan mikroskopi, TUNEL
yontemi, kaspaz 3-7 yontemi, faz kontrast mikroskopi, agaroz jel elektroforezi, ELIZA yontemi,
western blot, hematoksilen-eozin boyama ve flow sitometridir (Felekoglu, 2021).

1.5.3. TIGAR (TP53 ile indiiklenen Glikoliz ve Apoptozis Diizenleyici) Proteini

Normal hiicreler oksidatif fosforilasyon ile glikoz, aminoasit ya da yag asitlerinden ATP
iretmektedir. Kanserlesen hiicreler ¢ok hizli ¢cogalip, boliinmeleri nedeni ile ¢ok fazla enerjiye
ihtiyag duymaktadir, yogun bir sekilde glikoliz kullanmaktadir (Geng vd., 2018).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) molekiiler oksijen olusumunu saglayan (Oz) yiiksek miktarda
reaktif iyon ve molekiillerin heterojen bir grubu olarak tanimlanmaktadir, hiicre 6liimlerinde ve
sinyal yolaklarinda 6nemli gérevleri bulunmaktadir. ROS, DNA hasarini uyararak kendine 6zgi
bir sekilde apoptozis mekanizmasini harekete gecirebilir (Agca vd., 2020).

p53’tin kontroliinde yer alan C120rf5 geni {irtinii olan TIGAR (TP53-induced glycolysis and
apoptosis regulator) araciligi ile pentoz fosfat yolagindan faydalanarak glikoliz metabolizmasini
denetlemektedir (Tank vd., 2019). p53’iin kontroliinde yer alan TIGAR’1n glikoliz gelisiminin
engellenmesine sebep olan hiicresel fruktoz-2,6-bifosfat (Fru-2,6-P2) seviyesini azalttigi, pentoz
fosfat yolag: araciligi ile Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat (NADPH) seviyesini arttirarak
ROS diizeyini kontrol ettigi ve oksidatif fosforilasyon aracili apoptozisi 6nledigi belirlenmistir
(Shen vd., 2018). Yapilan bilimsel ¢alismalar neticesinde Won ve arkadaslar1 (2012), TIGAR’1n
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ekspresyon seviyesinin invazif kanser hiicrelerinde yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Buradaki en
onemli soru sudur; ‘kanserlesmis olan hiicrelerin sag kalimi i¢in glikolize bu kadar bagli iken neden
daha ¢ok TIGAR’a gereksinim duymaktadir?’ Bensaad ve arkadaslarinin (2009), yapmis olduklar1
calisma sonucunda TIGAR’in ROS ile uyarilan hiicre oliimii karsisinda hiicreyi korudugu
belirlenmistir, bu sonug aslinda kanser hiicrelerinin TIGAR’a neden bu kadar ihtiya¢ duyduklarinin
gostergesidir. Yapilan aragtirma sonuglari incelendiginde artan TIGAR seviyesi, hiicrede ROS ile
tetiklenen programli hiicre 6liimiiniin aktif hale gelmesini 6nlemede, hiicreyi ikna edici rol oynadigi
diisiiniilmektedir (Agca vd., 2019a).

1.6. Otofaji

Yunanca’dan tiiretilmis olan otofaji terimi ‘kendi kendini (oto), yemek (faji)’ olarak
tanimlanmaktadir. 2016 yilinda Yoshinori Ohsumi’nin Fizyoloji ve Tip alaninda, otofaji
mekanizmastyla ilgili yaptigi caligmalarin Nobel 6diiliine layik goriilmesi, bilim diinyasinin otofaji
mekanizmasi {izerine ilgisinin artmasina sebep olmustur. Otofaji sisteminin aydinlatilmasi ile ilgili
gerceklestirilen ilk ¢aligma mayalardaki (Saccharomyces cerevisiae) otofajiden sorumlu olan
genlerin belirlenmesiyle gergeklesmistir. Yapilan calismada genetik tarama testleri sonucunda
otofajiyle alakali 32 genin farkli oldugu (Atg’ler) belirlenmis bunlarin bircogu sineklerde,
solucanlarda, mantarlarda, bitki, memeli hiicrelerinde muazzam bir seviyede degisime ugramadigi
belirtilmistir. Otofajiyle ilgili ilk olarak besin eksikligiyle aktiflesen, lizozom ile makromolekiiliin
hiicre igerisinde yikimini gerceklestirerek, sonraki asamada iiriinlerin tekrar elde edilmesiyle
hiicrede olusan stres kosullarina alismasi amaciyla ona yardimci olan bir sistem oldugu
belirlenmistir (Aybek, 2021; Alvur, 2020). Fakat son yillarda otofajiyle ilgili yapilan ¢calismalarda
bu goérevinin disinda metabolizmay1 diizenlemek, hiicre 6liimii, hiicre yaslanmasi-farklilagmasi,
dogal ve adaptif immiin sistemde gorev aldigi belirtilmistir (Acar, 2020). Otofaji sisteminde
meydana gelen bozukluklar nérodejeneratif ve kardiyovaskiiler gibi bir¢ok patolojik hastaliklara
sebep oldugu belirlenmistir (Erfidan, 2020).

Otofaji ii¢ sekilde gergeklesir; Mikrootofaji; lizozoma ait membranin i¢ tarafa dogru ¢cokmesi
sonucunda lizozom tarafindan stoplazmanin alinmasi ve sindirilmesidir. Makrootofaji; hasara
ugramis biiylik organellerin sindirilmesinde gorevlidir. Saperon kaynakli otofaji ise; secici bir
sekilde lizozom zarma ‘KFERQ’ tekrarli proteinlerin tasinmasinda goérevli bir otofaji ¢esididir
(Ulgenalp vd., 2018).

Otofaji uygun kosulda olmasi gerekenden fazla yasayan ve hatali katlanan proteinin
bozulmasina sebep olarak hiicre i¢eriginin kalitesini kontrol eder, hiicresel dengenin korunmasini
saglar. Bu kontroller hastaliklarin olugsmamasi agisinda biiyiik 5nem arz etmektedir (Alvur, 2020).

Ornegin; otofaji sisteminde meydana gelen aksakliklar sebebiyle noronlardaki protein
topluluklarinin ve hasara ugramis organellerin birikmesi nedeniyle HD, Alzheimer, Parkinson ve
ALS vb. bir¢ok farkli ‘nérodejeneratif’ (JPND) hastalilar olugmaktadir.

Otofaji hiicre stres sartlarinda; oksidatif hipoksi, stres ve enfeksiyonda hiicreyi korumakla
gorevlidir (Turhan, 2017).
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Aclik (starvasyon) siireci boyunca otofaji DNA, RNA, karbonhidratlar, protein, trigliserid
benzeri makromolekiillerin yikimimi saglar. Bu sekilde aminoasitler, serbest yag asitleri,
niikleozidler, sekerler sonradan tekrar olusacak hiicresel, biyomolekiil fonksiyonlarda olmasi
gereken ATP emisyonunda kullanmak icin hiicre igerisinde bulunacaktir.

Otofajinin mekanizmasi, oksijen diizeyinin az olmasinin sebebiyet verdigi stres kosullarini
diisirmek amaciyla uyarilabilir. Oksijen yoklugunda uyarilan ilk faktor ‘“HIF1a’, Beclin 1/Bcl 2
kompleksinin bozulmasina neden olarak, otofajiyi uyaran ‘BNIP3’ ekspresyon seviyesini arttirarak
bu yanita yardimci olur.

Otofaji hiicrede i¢ dengenin korunmasinin disinda, intraseliiler mikrobiyal enfeksiyonlarda
da etkin rol almaktadir. Salmonella typhimurium, Mycobacterium tuberculosis ve Grup A
Streptococcus benzeri istilaci patojenler otofajik mekanizma yardimiyla yakalanarak, degradasyon
icin lizozomlara aktarilir.

Hiicrede serbest radikalin fazla miktarda olmasi bircok organel ve molekiile hasar
vermektedir. CHOP-PERK-elF2a-ATF4 yolagiyla oksidatif stres indiiklenerek,  otofajik
mekanizmalar1 aktif hale getirir. Hiicrede ROS miktarinin artmasi JNK 1 6rneginde oldugu gibi Bcl-
2’yi fosforize ederek otofajik mekanizmay1 aktiflestiren MAPK’y1 indiikleyebilir. Fosforillenmis
‘Bel-2” Beclin 1’le bir kompleks meydana getiremez ve Vps34’tin olusturdugu komplekse
katilarak, otofagozomun olusumuna sebep olmaktadir (Turhan, 2017).

1.6.1. Otofajinin Regiilasyonunda Gorevli Olan Molekiiler Mekanizmalar

Otofaji uygun kosulda, olmasi gerekenden fazla yasayan proteinin yikimina sebep olur, kisa
Oomiirlii olan proteinin ise proteozomal yikimina yardimci olan bir mekanizmadir. Otofaji stres
kosullarinda aktif hale geldi§i zaman uzun Omiirli olan protein veya igerisinde organelleri
bulunduran stoplazma igerigi ‘izolasyon membran’ ismiyle de adlandirilan sisternal zar 6zelligine
sahip fagoforla ¢evreleyerek icine alir (Alvur, 2020). ‘Fagoforlarin memelilerde orjinlendigi yap1
nedir?’ konusunda farkli goriigler ileri siiriilse de ER, trans- golgi ve endozomlardan kdken alan,
cift katli lipit yapisina sahiptir. Fagofor sonrasi asamada ‘otofagozom’ olarak adlandirilan ¢ift kath
membran vakuollerini meydana getirmek igin uzar, genigler ve ribozom, organel ve protein
agregatlarimi da alarak kapanmaktadir. Otofagozomlar, stoplazmik kargo ile yiikliidiir ve dinein
motorlar ile mikrotiibiil iistiinde mikrotiibiil organize edici merkeze ilerleyerek, lizozomla bir araya
gelir ve olusan bu yapi ise ‘otolizozom’ olarak adlandirilir.

Otofagozomun igerisindeki maddeler lizozomal asit proteazlar ile parcalanir. Lizozomal
membranda yer alan permeazlar ve proteazlar yardimiyla ise, par¢alanmis tiriinleri, aminoasitleri
tekrar stoplazmaya aktarilarak yeniden makromolekiil sentezi ve metabolizma i¢in kullanima hazir
hale getirilir (Turhan, 2017). Bu siiregler dort asamada incelenebilir; baslama, niikleasyon,
olgunlasma, lizozomla birlesme ve degradasyon asamasi. Otofajinin bu asamalarinda 40 tane farkl
ATG geni etkin rol almaktadir (Kocatiirk vd., 2019).

Baglama asamasi; otofagozomlarin meydana gelmesi i¢in ilk olarak baslama basamaginda,
memeli hiicresinde gli¢lii uyar1 (6rnegin aminoasitin olmamasi) sonucu endoplazmik retikuluma ait
membrandan orjinlenen omegozomun olusmasiyla baglamaktadir. Target of rapamycin (TOR)
proteini (memelilerde ise mTOR olarak bilinmektedir) serin-treonin kinazdir (serin-treonin kinaz
otofajinin major regiilatoridiir) (Tok, 2019). mTOR proteini otofaji ile alakali farkli iki kompleks
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icerisinde bulunmaktadir. Bunlar, ‘mTORCI1 - mTORC2’ dir. ‘mTORCI1 kompleksi’ meydana
getiren protein grubu sunlardir; Atgl3, Atgl01, RAPTOR, FIP200, ULK1/2’dir. mTORC2’yi ise
meydana getiren protein grubu sunlardir; PROTOR, mLST8, mSIN1, RICTOR’dur. ‘mTORC1
kompleks’ genellikle besin iliskili sinyal karsisinda ¢ok duyarlilik gostermektedir, otofaji
cogunlukla ‘mTORCI1-bagimli’ bir sekilde mTORC1’i durdurarak uyarir (Ravanan vd., 2017).
AMPK, ATP seviyesinin azalmasi sonrasinda artis gosteren AMP’le etkilesim sonucu
konformasyonel olarak farklilasarak, aktif hale gelen heterotrimerik enzim grubundadir. AMPK
aktivasyonu, TSC2’nin olusturdugu kompleksi aktif hale getirerek, ‘RAPTOR’u ise durdurarak
‘mTORCI’ in aktivitesini 6nler. Bununla birlikte AMPK, ULK 1’1 fosforize ederek aktif hale getirir
ve ULK1’in mTORI kompleksinden kopmasima sebep olmaktadir (Altmoluk, 2019). Bazal
biiylime sartlarinda lizozom membrani ile alakali olan FIP200-Atgl3-ULK1/2, mTORC1
kompleksiyle beraberdir, olusan beraberlik ‘RAPTOR, ULK1/2’ arasinda kurulan baglant: ile
gerceklesmektedir. Aktiflesmis mTOR, ‘Agl3 ve ULK1/2’ fosforize ederek ‘ULK1/2’ nin kinaz
aktivitesine engel olur. Fakat kimyasal ile muamele edilmesi ya da besinin olmamasi neticesinde
mTOR’un baskilanmasi ile ULK1/2, mTORC]1 kompleksinden ayrilarak otofosforize olur. Aktif
hale gelen ULK1/2, FIP200 ve Atgl3’ii ve fosforize ederek kompleks olusturur (Atgl3-Atgl01-
ULK1/2-FIP200) ve preotofagozomal membran ile transloke olarak, burada Atg-9’la birleserek
PI3K (Smuf III fosfotidil inositol 3 kinaz) kompleksi membrana getirilerek aktiflestirilir. Atg9
birgok gegise sahip transmembran proteinlerden biridir ve golgi komplekslerinde yer alan membran
yapilarini, meydana gelecek otofagozom bdliimiine tagir, tiim bu asamalar neticesinde otofaji
uyarilmis olur (Kocatiirk vd., 2019; Yu vd., 2018).

Niikleasyon asamasi; izolasyon membrani veya fagofor olarak isimlendirilen ‘C’ benzeri
yapilarin meydana gelmesi olarak tanimlanan otofajinin ‘niikleasyon’ asamasinda 6ncelikle Sinif
IIT PI3K kompleksi gorev alir. Bu komplekste bulunan proteinler sunlardir; Beclin 1, Atg14, p150,
Vps34 (vesicular protein sortin 34), AMBRAI1, Atg9’dur. Subsrat olarak Vps34’iin kullanmakta
oldugu ‘fosfotidilinositol lipitleri’, ‘fosfotidil inositol trifosfat’a doniismesini saglamaktadir.
PI3P’ler fagofor uzamasina, farkli Atg proteinin de fagofora dahil edilmesinde gereklidir. Beclin
1, ‘BH3 domaini’ sebebiyle Bcl-2’le baglanti halindedir (Bcl-2 antiapoptotik proteindir) ve bu
baglanti otofajiyi engellemektedir. Fakat aglik uyar1 sinyali sonrasinda ise Bcl-2’nin ‘Jnk’ yardimi
ile fosforilasyonu neticesinde Beclin 1’in Bcl-2 proteininden ayrilarak ‘Vps34’ le etkilesime girer
ve membran niikleasyonuna destek olur. AMBRA1, ULK1 aracilifiyla fosforillenip dinein motor
kompleksinden uzaklasir ve fagofor olusumu sirasinda Beclin 1’¢ baglanabilmek amaciyla
endoplazmik retikulum ile transloke olusturur. Vps34-Beclin 1 kompleksinin aktif hale gelmesi
icin Beclin 1-bagimli olarak Bcl 2 ve RUBICON (negatif regiilatér), BIF1, VMP1, Atgl4L
(Barkor), UVRAG, proteinler yardimi ile diizenlenir. Olusan kompleksin iiyelerinden biri olan
p150 (mayalarda Vps15’e benzemektedir) Vps34’ii diizenler, PI3K’12 etkilesmesi lipit kinaz 6zgiil
sonucunda ise aktiviteyi arttirmakla gorevlidir. Vps34-aracili PI3P’nin enzimatik iiretimi, PI3P
baglayict bir domain bulunduran otofajik proteinler (DFCP, WIPI1-4) gereken yerlesme igin
alanin1 elde eder, agsamalar membran olgunlagma siirecinde bu sekilde gercekleserek ilerlemektedir
(Unsal, 2018; Vurgun, 2020).

Olgunlagsma asamasi; olgunlasma veya uzama olarak isimlendirilen ve izolasyon
membraninin otofagozom siirecinin tamamlanmasina kadar genisleyip, degrade olacak igerigin

etrafinda u¢ kisimlardan bir araya gelerek kapanma siireci olarak tanimlanmaktadir, siirecin
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ilerlemesi i¢in 2 ubikutin benzeri konjugasyon sisteminden Atgl2-Atg5 konjugasyon sistemleri,
PE-LC3 sistemleri gorevlendirilir (Eroglu, 2018). Atg12-Atg5 konjugasyon sistemi, Atg10, Atg7,
Atgl6L1 benzeri iiyelerde bulunmaktadir (AtglO0 E2, Atg7 ise El benzeri enzimdir). Atg7,
Atgl2’yi aktiflestirerek E2-benzeri ubikitin tasiyan proteinlerden AtglO’a aktarilir. AtglO,
Atgl12’nin Atg5’e lizin 130 (K130) rezidisiinden kovalent konjugasyonu kalatiz eder. Atg12-Atg5
konjugasyonunun devaminda Atgl6L1’de bu konjugasyona eklenir, E3-benzeri fonksiyona sahip
olan Atgl6L1-Atgl2-Atg5 kompleksi (kDa 800°diir) meydana gelir. Kompleks ikinci
konjugasyonun olusmasi amaciyla E3-benzeri enzim aktivitesi goérevindedir, fagora ise en uygun
biikey yapismin olugmasii saglar. Ikinci sistem, LC3 proteinine lipit molekiilii olan PE
konjugasyonunu bulundurmaktadir. Onciil LC3 proteini Atg4 araciligiyla kesilmektedir ve LC3-l
olarak isimlendirilen serbest sitozolik protein meydana gelir. Kesilmesi neticesinde ise olusan
karboksi ucunda yer alan glisin rezidiilerine PE konjugasyonu Atg3, Atg7 aracilig1 ile olusturulur
(Alvur, 2020; Yilmaz, 2020). Meydana gelen PE takili LC3 proteini LC3-I1 ile isimlendirilir, ¢ift
katmana sahip otofagozom membranin her iki tarafinda da yer almaktadir (Sekil 1.4). Bu nedenle
otofagozomlarin ve otofajinin tespit edilmesi noktasinda belirteg gorevi gormektedir (Glglii, 2020).

Lizozomla birlesme ve degradasyon asamasi; otofagozom meydana gelme siirecinin
tamamlanmasinin ardindan pargalanacak igerigi sinirlandiran otofagozomlarin, degradasyon
asamasinin olusmasini saglayacak lizozomlar ile birlesmelidir ve olusan yapi1 ‘otolizozom’ olarak
isimlendirilir. Bunun olusmasi i¢in de otofagozom ve lizozomlar birbirlerine yaklasmalidir, sonraki
siiregte ise SNARE yardimiyla birlesme meydana gelir. Otofagozom ve lizozom birlesiminin ilk
asamasinda, ‘otofagozomal zar’ lizozomla birlesir. I¢ otofagozomal membran, lizozomal
hidrolazlar araciligi ile bozulmasiyla ve otofagozom igeriginin lizozom liimenine etkilesime
girmesiyle tam birlesme gerceklesir. Flizyonun saglanmasi icin etkin rol oynayan; birlestirici
faktorler, fosfolipitler, sitoiskelet elemanlar ve baglantili proteinleri ve spesifik SNARE
kompleksleridir. Starvasyon sartlarinda intraseliiler pH’ta meydana gelen farkliliklar lizozomlarmn
periniiklear kisimda kiimelenmesine, otofagozomlarin ise hiicre etrafinda gelisi giizel olusmasina
sebep olmaktadir. Gelisim siirecini bitiren otofagozom, mikrotiibiille tutunarak mikrotiibiiliin
uzunlugu kadar tasinir, lizozomun yer aldig1 periniiklear kisimda yogunlasir. Otofagozomlarin
mikrotiibiil lizerinden lizozomlarin bulundugu yonde tasinmasina sebep olan ‘dinein ve kinaz’
motor proteinlerdir. Otofagozom-lizozom flizyonunda gorev alanlar; mikrotiibiil kokenli olan
motor proteinlerin disinda MiyozinVI- MYO6, Miyozinl- MYO1 benzeri, kokeni aktin olan
proteinlerdir (Gokgek, 2020).

[k zamanlar otofajinin degrade edecegi igerigi rastgele sectigi soylense de, son zamanlardaki
caligmalar sonucunda farkli olan otofaji reseptorlerinin 6zgiil kargolar1 tamyip belirleyerek
degradasyona karar verdigi sonucuna varilmustir. Yapilan bu arastirmalar segici ve segici olmayan
otofaji ayrimia sebebiyet vermistir (Ustiinova, 2020). Segici otofajide gérevli otofaji reseptorleri
sunlardir; OPTN ve BNIP3L’dir. Reseptorlerden birkagi hedeflenen kargo ile birleserek
ubikutinleyebilir, bazilar1 ise LIR (LC3-etkilesim boliimiil) motifleri tasimakla gorev alir ve taginan
motifler hala kapanmayan otofagozom membranin igerisindeki LC3’e tutunarak, otofagozomun
¢evresinde meydana gelmesine sebep olur. Bu otofaji reseptdrleri ¢ogu zaman kargo ile beraber
lizozom flizyonundan sonra degrade olur, bu nedenle hiicresel seviyeleri otofajinin aktivasyonunu
yiikseltmesi ile diizeylerinde azalma olur. Bu durum otofaji reseptdrlerinin, otofaji aktivite Slglimii
i¢in nitelik olarak kullanilmasina sebep olmustur (Alvur, 2020).

15



Pk | vPsis PS4

niikleasyon O clind
kompleksi | ()Pe

ATG14 4" "4
{ » . .
/ . 4 2 - \ . N\
L. S . AR ;'®
| u TG0 \ J \ /
( ¢ e A - N’
WIPI ve N
mTOR _-BECP1
\ “
) TGS
LIR
ATG16L1 @DATG12 g @
. TGS R Le3¥
a610@ I @ |, ois o ke i LCc3
(") konjugasyon ) &y L;Sr konjugasyon
sistemi t i
. ATG7 ATGT @ & @ sistemi
ATG12 LC3 LC3

Sekil 1.4. Otofajinin diizenlenmesinde rol oynayan temel molekiiler mekanizmalar (Alvur, 2020).

1.6.2. Beclin 1 Proteini

60 kDa molekiiler agirligr olan, 450 aminoasitlik dizilimi olan proteini kodlamaktadir.
Otofajinin diizenlenmesinde Beclin 1’in 6nemli gorevleri bulunmaktadir. Ayrica yapilan genetik
calismalar neticesinde; immiin savunma sistemi, hiicre Oliimlerinin diizenlenmesi, kalp
hastaliklarinin engellenmesinde de gorev almaktadir. Beclin 1; fosfatidilinositol-3-fosfat (P13P)
olusturmak i¢in fosfatidilinositoliin inositol halkasinin 3 pozisyona sahip hidroksil grubunun
fosforilasyonunu katalizasyon islemini gerceklestiren, smif III fosfatidilinositol 3-kinazin
(PI3KC3) temel bilesenlerinden birini olusturmaktadir. 111-PI3Ksinifi igerisinde PI3KC3, mayadan
insanlara biiyiik oranda degisime ugramayan tek komplekstir ve PI3KC3 (Vps34), p150 (Vpsl5),
Beclin 1 (Vps39/Atg6) igerisinde bulunduran g¢ekirdek kompleksinden meydana gelir. PI3KC3,
otofaji ve vakuolar protein siniflandirilmasinda (Vps) pleiyotropik gorev almaktadir. Bu
kompleksin, diger hiicrelerdeki siirecleri konusunda nasil farklilagsmaya ugradigiyla alakali hentiz
net bilgiler bulunmamaktadir. Mayada bulunan Atgl4 ve Vps38; farkli komplekslerin
gerceklesmesine, sub-seliiler lokalizasyonuna, otofaji ve Vps’de gorev alan merkezi PI3K kinazin
lipit fosforilasyonuna eslik eder. Beclin 1, her biri farkli gorevi bulunan ii¢ alandan meydana
gelmigtir. Bunlar; BH3, CCD ve ECD’dir (Sekil 1.5).

BH3: N ucunda lokalize olan BH3 alami (Bcl-2 homoloji alani) 125 aminoasitten
olusmaktadir ve Bcl-XL, Bcl-2 gibi antiapoptotik protein ailesinin iiyelerini baglayabilme 6zelligi
bulunmaktadir.

CCD: Merkezi cift kivrimli bolgeyi (CCD 144. ile 269. aminoasit arasinda) UV 1sinlama
direnci iligkili gen (UGRAV) ve simif III PI3 kinaza tutunmaktadir. in vivo-in vitro olarak higbir
yardim olmadan birlesmeyi ve dimerizasyonu diizenlemekle gorevlidir (Baytar, 2019).
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ECD: Beclin 1’i olusturan iiglincii evrimsel olarak korunan alandir, sinif III PI3 kinaza
tutunur, hiicrede yer alan organellerin lipit membrana baglanmasinda gorev almaktadir. Bu alanda
yer alan kardiyolipit ile zenginlesen lipit membrana (mitokondri 6rnek gdsterilebilir) o6ncelik
verilmesi ile hidrofobik parmak meydana getiren, art arda olusan aromatik aminoasit kesfedilmistir
(Phe359-Phe360-Trp361) (Baytar, 2019).
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Sekil 1.5. Beclin 1 proteini olusturan yapilar (Baytar, 2019).

1.6.3. Otofajinin Baslatilmasinda Beclin 1’in Rolii

Otofajinin diizenlenmesinde gorevli 6nemli proteinlerden biride Beclin 1’dir, ayrica otofajik
mekanizmanin aktiflesip aktiflesmedigini belirlemek amaciyla Beclin 1 gosterge gorevi
gormektedir. Beclin 1, temel sinyal baslatma kompleksinde (sinif III PI3 kinaz, Beclin 1 ve p150
proteini) yer aldig1 i¢in otofagolizozomu meydana getiren protein dizisini aktive ederek dogrudan
etki eden bir mekanizmadir. Beclin 1 proteinin otofajiyi aktiflestirmedeki gorevi, proteini olusturan
alanlarda (ECD,CCD,BH3) yer alan 6zgiil proteinlerle iliskilendirilmektedir. ECD ve CCD
alanlarinda yer alan proteinler igerisinde en 6nemli protein, 6ncelikle Saccharomyces cerevisiae
mayasinda belirlenmis vakuoler protein smiflandirmast (Vps34) homologu olan smf III
fosfatidilinositol-3 kinaz (PI3K III) ornek gosterilmektedir. Yapilan arastirmalar sonucunda
memeli hiicrelerinde sinif I, II ve III PI3 kinaz bulundugu belirlenmistir. Smif III PI3 kinaz ve sinif
I otofaji mekanizmasina katilmaktadir. Sinif I hiicre zarin1 olusturan bilesenlerden biridir ve mTOR
kinazi aktiflestirmek i¢in sinyal iletim yolaginda bulunmaktadir. Hiicrenin ¢ogalmasi ve hiicre
iskeletinde gorevli olan elemanlarin hiicre igerisinde yer degistirmesini ise sinif III PI3 yardimci
olmaktadir. Sinif IIT P13 kinaz, yalniz Beclin 1 proteini ile kompleks olustururken ¢alisabilir. Beclin
1/PI3K-1I1 kompleksi, trans golgide yeri bellidir ve artan fosfatidisinositol 3-fosfat (PIP3)
tiretiminde goérev alarak fagoforun uzamasinmi destekler, diger Atg proteinlerinin fagoforlara
katilmasina miisaade etmektedir. PI3 kinazin aktivitesinin wortmannin ya da 3 metiiladenin gibi
intibitorler ile bloke olusturmasi neticesinde PI3K’nin stratejik etkisini dogrular ve otofajiyi
engellemektedir (Hill vd., 2019). Antiapoptotik protein ailesine ait iiyeler, BH3 alan1 yardimu ile
Beclin 1’e baglanmaktadir. Proteinlerin baglanmasi ya da proteinlerin baglandig1 yerden ayrilmasi,
siirecin durmasi ya da aktiflestirilmesi ile sonuglanmaktadir. Siirecin ¢ok hizli bir sekilde
ilerlemesini engellemek amaciyla diizenleyici olarak gorev yaparlar, proliferasyonu ve hiicrenin
bliylimesi amaciyla besin alim islemini kolaylastirarak, hiicrede bozulmalar karsisinda koruyucu
bir etki gosterir (Shi vd., 2018). Beclin 1, otofagozomun meydana gelmesinden
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otofagozom/endozom olgunlasmasina kadar gegen siireglerin her bir agamasinda otofajide etkin rol
oynar. Etkilerin bircoguna otofajik inhibitorler ve otofajik indiikatorler de dahil, 6zgiin Beclin 1
baglayict proteinlerin aktivasyonu eslik etmektedir. Beclin 1 komplekslerinin bir araya gelmesi
hiicre ya da dokuya bagli olarak gerceklesmektedir (Baytar, 2019).

1.7. Apoptozis-Otofaji Baglantisi

Hiicrelerin hayatta kalmas1 amaciyla, hiicresel stres durumlarinda énemli gorevleri bulunan
otofaji, gereginden fazla fonksiyon gosterir ise hiicreyi atrofiye ugratmasi konusunda hiicre 6liim
sekillerinden biri olarak gosterilmis, bu anlamda programli hiicre 6liimii olarak tanimlanan
apoptozisle farklilik-benzerlik agisindan iligkisini degerlendirmek igin bircok c¢alismalar
gerceklestirilmistir (Yildirim, 2018). Apoptozis hiicrelerin kiiclilmesi, kromatinde gergeklesen
yogunlasma, son olarak da apoptotik cisimlerin pargalara ayrilmasi gibi 6zelliklerle 6n plandadir.
Kaspaz olarak adlandirilan proteazlar, apoptozis hiicre 6liimiiniin 6nemli bir faktoriidiir, kromatin
DNA’s1 ve hiicre yasaminda gerekli proteinler, hiicrede dikkat ¢eken morfolojik degismeler bu
proteazlar ile kesilmesi sonucunda olusmaktadir. Apoptotik cisimlerin son agsamasi fagositlerin
lizozomlar1 ya da heterofagositoz sonucu komsu hiicrelerin lizozomlar1 olarak belirlenmistir. Hiicre
olim sekillerinden biri olan otofaji de ise en dikkat ¢ceken morfolojik degismeler stoplazmada
meydana gelen iki ya da daha fazla katmanli zar ile ¢evrelenmis keseciklerin olugmasini
saglamaktadir. Zarla ¢evrelenmis olan bu kesecikler; stoplazma parcalari ya da mitokondri,
endoplazmik retikulum benzeri organeller bulundurmaktadir. Son agamada ise otofaji kesecikler
lizozomla bir araya gelerek tasidiklar1 molekiilleri lizozomal enzimler aracilig1 ile parcalanmasina
neden olurlar. Otofaji mekanizmasinda hiicre Sliimii kaspaz bagimli olmadigr i¢in DNA
merdivenler ve apoptotik cisimler goriilmemektedir. Otofajide olii hiicreler fagositoz ile yok
edildigi i¢in apoptozis ile kiyaslandiginda daha uzun ve diizensiz olarak gerceklesmektedir.
Yapilan arastirmalar sonucunda otofajik hiicre olimii stoplazmada meydana gelmektedir,
apoptozisde ise hedef, DNA’nin igerisinde yer alan hiicre ¢ekirdegidir. Kiigiik stoplazmaya sahip
hiicrelerin (6rnegin lenfositler) yok edilmesi asamasinda genellikle apoptozis mekanizmasi
yeterlidir. Ancak biiyiik stoplazmaya sahip hiicrelerin yok edilmesi asamasinda birden ¢ok
mekanizmanin ayni zamanda aktif hale gelmesi gerekmektedir. Bu sekilde, apoptozis
mekanizmalar ¢ekirdegin yok olmasini saglarken, otofaji stoplazma ve burada yer alan organelleri
temizleyip hiicre 6liimiiniin hizlanmasini saglayabilmektedir. Otofaji ve apoptozis birlikte ¢alisarak
hiicre 6liimiine sebep olduklari gibi, birbirini engelleyen carpraz diizenlemelerde de bulunabilirler.
Otofaji, dzellikle apoptozun engellendigi asamalarda apoptozis mekanizmasi ile 6lme imkaninin
olmadig1 durumlarda hiicre dliimiine sebebiyet verebilir ve dzellikle apoptozis ile birlikte ‘hiicre
olimii B plant’ olarak islem gormektedir (Baytar, 2019; Giirler, 2019). Otofaji direk olarak
gerceklestirmese de, fosfotidilserin (PS) ile kars1 karsiya kalmak ve membran salgisi gibi ATP’ye
bagli mekanizmalarda morfolojik farkliliklara eslik ederek apoptotik mekanizmalar1 aktif hale
getirir (Bulut, 2019).
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1.8. Malondialdehit (MDA)

Reaktif oksijen iiriinlerinin toksik etkileri karsisinda, biyolojik yapilardan en duyarli olan
lipitlerdir. Ozellikle hiicre membraninda yer alan ¢coklu doymamus yag asitlerinin serbest oksijen
radikalleri ile birlikte siklikla tepkimeye girerek peroksidasyonu meydana getirirler. Doymamis
yag asitlerinin gorevi hiicre membraninda akigkanligi saglamaktadir, fakat doymamis yag
asitlerinde olusan hasar sonucunda membran akiskanliginda azalma meydana gelir (Keskin, 2020;
Giiney, 2021). Coklu doymamis yag asitlerinde bulunan reaktif tiirlerin genellikle hedefledigi yer
karbon-karbon ¢ift baglaridir. Serbest radikallerin hidrojen atomuna kolay bir sekilde ulasabilmesi
icin karbon-karbon ¢ift baginin yag asidi karbon hidrojen bagini zayiflatmasina baglidir. Lipit
serbest radikalinin meydana gelmesi i¢in bu radikalin bir hidrojen atomunu birakmasi
gerekmektedir, meydana gelen lipit serbest radikali oksidasyon gecirerek peroksil radikalinin
olugmasina sebep olur. Diger ¢oklu doymamis yag asitleri ile etkilesim gergeklestiren peroksil
radikali, yag asitlerinde yer alan elektronlardan kurtarir, boylelikle lipit hidroperoksitleri ve diger
lipit serbest radikaller meydana gelir. Bu asamalar lipit bir zincir reaksiyon iginde siirekli tekrar
ederek gerceklesebilir. Lipit hidroperoksitin kararsiz bir yapisi olmasi nedeniyle parcalanir, lipit
peroksidasyonun son iiriinii olarak adlandirilan MDA meydana getirir (Korkmaz, 2020; Ozcan,
2018). Lipit peroksidasyonu gergeklesirken, biyolojik yapilar igerisinde kolay bir sekilde tespit
edilebilen ve peroksidatif hasar sonucunda belirte¢ olarak gdsterilen MDA olugmaktadir.
Malondialdehit lipit peroksidasyonunun onemli {iriinlerinden birini olusturmaktadir. Meydana
gelen malondialdehit hiicre membraninda iyon alig verisini olumsuz yonde etkileyerek membranda
yer alan bilesik baglanmalarinin ¢arpraz olmasina ve enzim aktivitesinde farklilagma vb. menfi
sonuglara sebep olan, viicut i¢gin zararli bir {irlindiir (Tung, 2018; Giingdérmez, 2019). Oksidatif stres
neticesinde olusan hasar1 6nlemek amaci ile viicutta bir¢ok savunma sistemleri meydana gelir.
Bunlar antioksidanlardan olusan savunma mekanizmasi ve enzimatik karakterden olusan SOD,
GSH-Px, CAT ile enzimatik olmayan GSH, A,E,D vitaminleri gibi maddelerden meydana
gelmektedir (Giindiiz, 2021). Aldehit yapili olan bilesimler genellikle uzun yasam siiresine sahiptir,
bu sekilde hiicre membranina direk gecebilir, bu sebeple lipit peroksidasyonunun etkileri

organlarda, dokuda ve kanda gbzlemlenebilir (Sarikaya, 2020).

1.9. Glutatyon (GSH)

Glutatyon tripeptit yapisina sahip, igerisinde sistein bulunduran, ince bagirsakta emilme
Ozelligine sahip antioksidan enzim sistemlerinden birini olusturmaktadir (Giiven vd., 2020).
Glutatyon birgok viicut fonksiyonlarinda aktif bir sekilde etkilidir. Ornegin; baz1 enzimlerin
aktiflesmesinde, peroksit metabolizmasi, iskelet-kas biitiinliigiiniin saglanmasi, aminoasit
transportunun gerceklesmesi, DNA sentezi ve hasara ugramig kisimlarin onarilmasit gibi. Ayrica
GSH birgok farkli ilag ve karsinojen benzeri toksik yapilara karsi korumaktadir. Oksidatif stres
karsisinda belirte¢ olarak GSH diizeyleri kontrol edilmektedir (Ertung, 2017; Korkmaz, 2017).
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1.10. Katalaz (CAT)

Oksidorediiktazlarin canlilardaki gorevleri, indirgenme (rediiksiyon) ve yiikseltgenme
(oksidasyon) basamaklarini katalize etmektir. Genellikle bilesikler yapisinda yer alan elektronu
verebiliyor ise ‘indirgeyici-rediiktant’ ajan olarak, kendi yapilarina elektron alabiliyor ise
‘oksitleyici-oksidant’ ajan olarak adlandirilmaktadir. Oksidorediiktazlar ti¢ farkli gruptan meydana
gelmektedir. Bunlar; dehidrojenazlar, oksidazlar, hidroperoksidazlardir.

Dehidrojenazlar; H+ i¢in uygun alici ortamda bulunuyor ise substrata bagl olan hidrojeni
ayirmakla gorevlidir.

Oksidazlar; oksijen bulundurmaktadir, H+ i¢in alic1 gérevindedir.

Hidroperoksidazlar; viicudu zararli olan peroksitler karsisinda korumak amaciyla, substrat
olarak organik ya da hidrojen peroksiti kullanmaktadir. Kendi icerisinde hidroperoksidazlar iki
kisma ayrilmaktadir, bunlar peroksidazlar ve katalazlar.

Peroksidazlar; subsratin oksitlenmesi i¢in, hidrojen peroksit ile bir arada bulunan hidrojeni
uzaklagtirmaktadir. Ayrica peroksidazlar ‘bitkisel dokularda’ yer almaktadir.

Katalaz; hidrojen peroksidin molekiiler oksijen ve suya kadar ayrilmasini saglamaktadir.
Ayrica katalazlar ‘hayvansal dokularda’ yer almaktadir.

Hidrojen peroksitden olusan oksijen, alkol- formik asit- fenol- formaldehit benzeri
maddelerden H+ alir ve onlarin parcalanmasini saglayarak toksik maddelerin meydana gelmesine
sebep olur. Olusan toksik maddeler kanla bdbrek ve karacigere gelerek peroksizomlarda bulunan
enzimler araciligiyla etkisiz hale doniistiiriilir. Organizmada seviyesi diisiik olan ‘hidrojen
peroksit’ katalaz yardimiyla pargalanir. Fakat ‘hidrojen peroksit’ diizeyinde artis olmasi ya da
katalaz ile pargalanarak zararsiz bir hale getirilmemesi sonucunda viicut igin tehlikeli olan
‘hidroksil serbest radikali’ (OH)’in meydana gelmesine katki saglar. Viicutta seviyesi fazla olan
hidrojen peroksit, lipit peroksidasyonu ya da DNA hasarlarina neden olmaktadir. Yapilan birgok
farkl arastirma sonucunda oksidatif stresin neden oldugu sorunlardan olan diyabet, ndrodejeneratif
bozukluklar, ateroskleroz ve lipit bozuklugunun katalaz aktivitesinin az oldugu kisilerde siklikla
gorildiigi belirtilmistir (Ekinci, 2019; Bulgulu, 2019).

1.11. Patoloji

Patoloji ‘Pathes’ teriminden tiiretilen, eski Yunanca’da hastalik olarak adlandirilan, olusan
hastaliklarin bilimsel yontemler ile incelenmesi olarak tamimlanmaktadir. Patoloji anotomi-
fizyolojk bilgiler 1s181nda, problemli dokularin mikroskop yardimiyla goriiniisiindeki anormallikler
ile hastaligin kolay agiklanmasini saglamaktadir. Patolojik incelemeler sonucunda hastaligin tanist
veya tedavisi konusunda yardimer olmaktadir. Giiniimiizde bir¢ok hastaligin kesin tanisi icin
patolojik incelemeler zorunlu ve gereklidir. Patologlar morfolojik degerlendirmenin disinda
kalitatif ve kantitatif incelemelerde gergeklestirebilir, bu degerlendirmeler arasinda
immiinohistokimyasal patolojide bulunmaktadir. Immiinohistokimyasal patoloji; immiinolojik
reaksiyonlardan yararlanilarak, kromojenik ya da floresan maddeler yardimi ile doku kesitlerinde
bulunan hastalikli etmenlerin isaretlenerek belirlenmesi olarak tanimlanmaktadir (Urer, 2020; Kurt
vd., 2021).
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1.12. Amacg

Antioksidan o6zelligi bulunan Lycium barbarum’un deneysel ilseratif kolit modelinde
olumlu etkilerinin olabilecegini diisinmekteyiz. Deneysel iilseratif kolit modelinde, Lycium
barbarum’un hastalig1 dnleyici etkisinin ratlarda p53, TIGAR ve Beclin 1 proteinleri izerindeki
potansiyel roliiyle ilgili herhangi bir literatiir ¢alismasina rastlanmamistir. Bu tez ¢aligmas: ile,
tilseratif kolit olusturulan ratlarda Lycium barbarum‘un kolon dokusunda apoptotik-otofajik
mekanizmasimin molekiiler biyolojik yonden aydinlatilmasi amaglanmaktadir. Bu amag
dogrultusunda p53, TIGAR ve Beclin 1 protein ekspresyon seviyesi, MDA ve GSH diizeyleri,
katalaz aktivitesi arastirilmig, kolorektal doku histopatolojik olarak degerlendirilmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Hayvan Materyali

Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu (FUHADEK) onay belgesi alindiktan sonra
(Tarih: 30/12/2019, Toplant1 2019/24, Karar Yazi No: 365723) hayvan refah1 ve hayvan haklarina
riayet edilerek ¢alismalar yiiriitilmiistir.

Bu tez calismast FUDAM’dan elde edilen Wistar albino cinsi sicanlar ile gerceklestirildi.
Sicanlar temiz kafeslerde, 6zel hazirlanmis havalandirma sistemine sahip odalarda bulunduruldu.
Pelet halindeki yem, celik 6zellikteki kapta, su bilyeli ¢elik paslanmaz biberon ile verildi. Sicanlara
verilen standart yemin igerisindeki maddeler Tablo 2.1°de belirtilmistir. Calisma siiresince yem ve
icme suyu ad libitium olarak verildi.

Tablo 2.1. Deney hayvanlarinda kullanilan standart pelet yem bilesimi (*Vitamin karma igerigi; B12, B2,
B1, B6, D3, K, A, E vitaminlerinden ve kolin klorit, folik asit, nikotinamid, D biotinden
olusmustur. **Mineral karma icerigi; Bakir, Kalsiyum, Cinko, Kobalt, Mangan, Iyot, Selenyum,
Demirden olugsmustur (Erten, 2019).

Yem Hammaddeleri %
Bugday 10
Masir 21
Arpa 14
Kepek 3
Sova kilspest 25
Balik unu 8
E-Kemik umu 4
Melas 4 4
Tuz 4 4
*vitamin karmast 1
*%mineral karmasi 1

2.2. Arastirma Gruplari

Siganlara 12/12 saat (karanlik/aydinlik) ortam olusturuldu. Siganlar 224+2°C sicakliga sahip
Ve nispi nem orani %55+5 olan ortamda barindirildi. Aragtirmanin baslangicinda ve haftada ti¢ kez
olmak iizere canl agirliklar tartilarak kaydedildi. Arastirma FUDAM’da yiiriitiildii. Calismada
toplam 28 tane, 8 haftalik, erkek Wistar albino cinsi sicanlar kullanildi. Hayvan agirliklar1 birbirine
yakin olacak sekilde ayarlanarak her grupta 7’ser adet sican olacak sekilde rastgele 4 ayr1 grup
olusturuldu (Tablo 2.2).



Tablo 2.2. Aragtirma gruplari

Arastirma grup ad1 | Uygulama Siire

Normal i¢gme suyu verilen, LB ve DSS

Kontrol (n=7) . 4 hafta
verilmeyen grup.
LB (n=7) %2 LB verilen grup. 4 hafta
DSS (n=7) %3 DSS verilen grup. 1 hafta (21. ve 28 giinlerinde verildi)

LB 4 hafta + DSS 1 hafta (¢aligmanin

LB+DSS (n=7) %2 LB+%3 DSS birlikte verilen grup. . o
21.ve 28. giinlerinde verildi)

Kontrol grubu: Normal igme suyu verildi.

LB (Lycium barbarum) grubu: LB %2 oraninda igme suyuna katilarak verildi (Kang vd.,
2017).

%2’lik LB’un hazirlanmast:

¢ 100 gr LB tartildi

e 5 litre 1lik suda, 2 saat bekletildi

o Filtre kagidi ile siiziildii

DSS (Dekstran Sodyum Siilfat) grubu: DSS %3 ([w/v], molekil agirligi 40.000) oraninda
caligmanin 21-28 giinlerinde igme suyuna katilarak verildi (Senol, 2010).

%?3’liik DSS’nin Hazirlanmasi:

© 30 gr DSS tartildi

o | litre saf suda ¢ozdiiriildi

LB+DSS grubu: LB %2 oraninda igme suyuna katilarak 4 hafta verildi, DSS %3 oraninda
caligmanin 21. ve 28. giinlerinde LB’un icerisinde ¢ozdiiriilerek igme suyuna katilip verildi.

Calisma sonunda siganlar dekapite edildi, kolon dokusu ve kan oOrnekleri alindi. Kan
ornekleri +4°C’de santrifiij yapilarak serum ile hiicre pelleti ayrildi. Kan serum drnekleri ve kolon
dokusu analiz iglemleri gergeklestirilinceye kadar derin dondurucuda -80°C’de muhafaza edildi.
Ayrica akciger, karaciger, goz, beyin, testis, kalp, kas, pankreas doku drnekleri alinarak ileride
yapilacak ¢alismalar i¢in -80 °C’de derin dondurucuda muhafaza edildi.
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Tablo 2.3. Deneyde kullanilan tampon/¢ozeltilerin hazirlanmasi

Acrylamide | Yiiriitme | PBS Transfer DAB (3.3’- 9 X PBS
Mix Tamponu | (Phosphate- Tamponu | Diaminobenzidin) | (Phosphate
(5X) Buffer- (5X) soliisyonu Buffered Saline)
Saline) Tween20
*N1,N;- *060.1 *PBS: 1000ml *Glycine: *(pH: 6,8) Trisl | *0.075 M
MethyleneBis | SDS: 5 4.3 gr M: 1,33 ml Na2HPO4.12H20:
Acrylamide: ar/l *Tween20: 2ml 26.8 g/l
0,12 gr *Trizma *DAB: 4 tablet
*Trizma Base: 5.81 *1.45 M NaCl:
*Acrylamide: | Base ar *H,0, % 30: 40 ul | 84.74 g/l
3,48 gr 0.025 M:
15gr/ml *Methanol: | *dH.O: 38,63 ml
*dH,0: 12 ml 75 ml *0.025 M
*Glycine NaH2P04.12H20:
0.192 M: *dH,0: 399/
72gr/ml 300 ml
tamamlandi

2.3. Laboratuvar Analizleri

2.3.1. p53, TIGAR ve Beclin 1 Proteinlerin Western Blot ile Analizi

Kolon dokusuna ait drnekler homojenize edilerek proteinler elde edildi. Western blot ve
SDS-PAGE yontemleriyle p53, TIGAR ve Beclin 1 proteinlerinin diizeyleri belirlendi.

2.3.2. Western Blot i¢in Doku Homojenizasyonu

Kolon doku 6rneklerinin homojenizasyonu islemlerinde Aslan (2011), tarafindan uygulanan
homojenizasyon metodu kullanildi. Kiigiik parcalar halinde kolon doku 6rnekleri ‘PMSF (Fenil
metil siikfonik florid), B-Merkaptoetanol, EDTA (Etilen diamin tatra asetik asit) ve pH 8 olan 0,5
M Tris lizis tamponu’ igerisinde cam homojenizator yardimiyla pargalanma islemi gergeklestirildi.
Homoje edilen kolon dokular1 45 dk ve rpm 15000°e ayarlanarak santrifiij islemi gerceklestirildi,
siipernatant dikkatlice alinarak -80 °C’ye birakildi (Aslan vd., 2014).

2.3.3. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi

SDS-PAGE jel elektroforezinde ‘acrylamide’ maddesinden faydalanilir. Stabilizator
olusturan, serbest radikal olan amonyum persiilfat (APS) ve N,N,N’,N’-Tetramethyl
ethylenediamide (TEMED)’in bulunmasiyla, acrylamide maddesinin monomerleri uzun zincir
meydana getirerek polimerlesir, meydana gelen bu zincirlerin kendi aralarinda olusan yanal
baglantilarin ortaya ¢ikmasi ile jel olusur. Sodyum dodesilsiilfat deterjan1 SDS-PAGE analizinde
jelin yapisinda yer almasi sonucunda, proteinleri olusturan monomerin alt birimlere ayrilmasina

neden olur, bu sekilde protein agregasyonu Onlenmis olur. Denatiire polipeptitler SDS
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molekiillerine baglanarak negatif ylik kazanirlar. SDS molekiillerine bagli olan polipeptit
kompleksleri, jel igerisinde molekiiler agirliklarina gore jelde hareket halindedirler. Hareket eden
molekiillerin agirligi, ayni jel {izerinde yer alan bir standart ile karsilastirilarak belirlenir.
Mutasyona ugramis ya da bircok farkli cevre faktorleri neticesinde canli organizmanin bir boliim
proteinlerinden normal ile kiyaslandigi zaman parga kopmasi ya da par¢a eklenmesi-bazi
proteinlerin yeteri kadar sentezlenememesi gibi faktorler bu jel sisteminde belirlenir. Gii¢
kaynagindan gelen elektrik akimina gore, protein molekiillerinin hareketi negatif (-) kutuptan
pozitif (+) kutuba dogru gerceklesir. Arastirilacak protein molekiilii 15-45 kDa araliginda ise
hazirlanacak akrilamid konsantrasyonu %135, eger 45 kDa’dan fazla ise akrilamid %10 ya da daha
az olmahdir (Erten, 2019). Kisacas1 molekiiler agirlik arttikga, hazirlanan akrilamid
konsantrasyonu diistiriilmelidir. Akrilamid konsantrasyonu artar ise jelde bosluklarin arasi daha sik
olur ve bu durum protein molekiillerinin hareket hizinda azalmaya sebep olur (Agca, 2013).

2.3.4. Jellerin Hazirlanmasi (SDS-PAGE)

Laemmli (1970), tarafindan gelistirilen prosediire gore hazirlanan SDS-PAGE ile kolon
dokusu protein 6rnekleri incelendi.

%12°lik Ayirma Jel icerigi %4 Yiikleme Jel icerigi
dH20: 3,35 ml 6,1 ml

Tris-HCI pH: 8,8- 1,5 M: 2,5 ml 2,5ml (0,5 M pH:6,8)
%30 Acrylamide/Mix: 4 ml 1,3 ml

%10 SDS: 100 ul 100 pl

%10 APS: 75 ul 60 pl

TEMED: 15 ul 12 ul

‘Bio-Rad Mini Protean Tetra Cell Elektroforez’ SDS-PAGE elektroforezi yonteminde
kullanildi. Jelleri hazirlamak amaciyla kaset sistemi ile iki cam arasina (kalin cam arkada, ince
cam Onde olacak sekilde) eklenmek tizere %12’lik ayirma jel soliisyonu olusturuldu (Sekil 2.1).
%12 ayirma jel soliisyonu otomatik pipet ile karistirilarak, polimerlesmenin hemen ger¢eklesme
olasilig1 nedeniyle homojenizasyon saglandiktan sonra hassas ve hizli bir sekilde belirli bolgelerden

sikistirilarak kaset sistemi olusturulan iki cam arasina eklendi.
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Sekil 2.1. Kaset-jel sistemi hazirlik agamalar1 a. Kalin ve ince cam jelin dokiilecegi boliimiin (0.75mm)
meydana gelmesi igin st {iste getirmek. b. Kalin ve ince cami sikistirma aparatina yerlestirmek,
c. Sikistirma aparatinin mandal kisimlarini kapatmak, d. Jel dokmek i¢in cam kasetlerin dikey

olacak sekilde sabitlemek

Sekil 2.2. Elektroforezde kaset sistemi hazirlik agsamalar1 a. Katot-anot haznesi, b. Kaset sistemini hazneye
birakmak, €. Hazne kismindaki mandallart kapatmak, d. Hazne sistemini tank igerisine

yerlestirmek
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Uzerine yiikleme jel eklemek igin birakilan bosluga 1 ml saf su eklenerek jelin diizgiin
polimerlesmesi saglandi. 30 dk akrilamid monomerlerinin polimerlesmesi amaciyla oda
sicakliginda bekletildi. Polimerlesme saglandiktan sonra saf su uzaklastirildi ve %4 yiikleme jel
hazirlandi (ayirma jel tizerine) eklendi ve iki cam arasina 1 mm ¢apinda tarak yerlestirildi. 25-30
dk oda sicakliginda polimerlesmenin gerceklesmesi amaciyla bekletildi. Polimerlesme
saglandiktan sonra olusturulan kaset sistemi elektroforez tankina dikkatli bir sekilde yerlestirildi
(Sekil 2.2.d). Yiirlitme tanki icerisine yeterli miktarda running tamponu (yiiriitme) eklendi ve
camlar arasindaki tarak kuyucuklarin bozulmamasina dikkat edilerek ¢ikartildi. Olusan
kuyucuklara 6rnekler ve marker belirlenen konsantrasyonlarda mikropipet yardimi ile eklendi. Giig
kaynagindan ilk olarak diisiik voltaj (150 V) 20 mA’lik akim elektroforeze verildi. Yaklasik 30 dk
sonra ise 40 mA voltaj degerine getirildi (180/200 V). Elektroforez cihazinda mavi bandi, ¢iplak
goz ile fark edilmektedir. Bu bant jelin en alt basamagina geldigi zaman cihaz (elektroforez)
kapatildi ve islem tamamlaninca kaset sistemi olusturulan iki cam birbirinden yavagga ayrilarak
arasindaki jel ¢ikartildi. Bantlasmanin meydana geldigi resolving jel kismi, aragtirmanin blotlama
asamasi i¢in hazirlandi.

2.3.5. Western Blot Analizi

Western blot prosediirii; elektroforez yontemi ile elektrik yiik farki ilkesiyle poliakrilamid
jelden gog ettirilen proteinlerin, yatay bir sekilde nitroseliilloz membrana aktarimi ve membrandaki
proteinlerin immiinolojik yontemler ile (antijen-antikor) gosterilmesidir. Kolon dokusuna ait
orneklerin western blot analizleri Aslan (2011), tarafindan uygulanan metoda goére yapildi.
Arastirmada kullanilan protein Ornekleri, blotlama isleminden once elektriksel ortamda
poliakrilamid jel iizerinde go¢ ettirilmektedir. Elde edilen protein Orneklerinin elektroforez
islemleri SDS-PAGE yontemi ile gerceklestirilmektedir. Western blot yontemi elektroforezi takip
eden 4 basamakta gerceklesmektedir. ilk olarak jelde bulunan proteinin nitroseliiloz &zellikteki
membrana aktarim olarak adlandirilan ‘blotlama’, ikincisi 6zgiil olmayan reaksiyonu onlemek
amaciyla nitroseliiloz 6zellikteki membran iizerinde, protein baglanmayan alanlarin ilgisiz protein
ile kaplanma olarak adlandirilan ‘bloklama’, {iglinciisii spesifik olan antikor ile tepkime ve son
olarak dordiinciisii ise proteinin goriintii basamagidir. Nitroselilloz membrana transfer
basamaginda, jel ile nitroseliiloz membran karsilikli olacak sekilde filtre kagitlarinin arasina
yerlestirilmektedir. Jel biiyiikliigii ile orantili olmasi dikkat edilerek bir siire elektrik akim
uygulanir ve proteinlerin transferi islemi gerceklestirilir. Nitroseliilloz membranin spesifik olmayan
proteinler ile bloklanmasi asamasinda siit tozu kullanilmaktadir. Monoklonal veya poliklonal
antikorlar 0zgiil antikor olarak tercih edilebilir. Monoklonal antikorlarin avantaji, sadece bir
epitopa spesifik olmalari ve giiglii bir immiinokimyasal kopriiler meydana getirmesidir. Bu sebeple
monoklonal 6zgiil baglanma saglar. Fakat arastirilan proteinler igerisinde benzer epitop alanlari
bulunuyorsa, ¢apraz gerceklesen reaksiyonlar neticesinde yalanci pozitiflikler olusabilir.

Poliklonal antikorlarin tercih edilmesi durumunda ayni sebepten Otiirii olusan yalanci
ayaklarin pozitiflik olasiliginin daha fazla oldugu bilinmektedir. Monoklonal antikor kullaniminin
western blot teknigindeki dezavantaji, SDS-PAGE ve blotlama sirasinda polipeptit yapiya sahip
epitoplarin yok edilmesidir. Belirlenmek istenen epitopun yok olmasi asamasinda ise monoklonal
antikor-epitop baglanmasi sekillenemez. Bu sebeple monoklonal antikor tercih edildiginde,
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poliklonal antikor ile ¢alismaya kiyasla, yalanci negatiflik olasiligi artmaktadir. Spesifik antikorlar
cogunlukla radyoaktif izotoplar ya da enzimler raportor madde olarak tercih edilmektedir. Alkalen
fosfataz, peroksidaz gibi enzimler kullanilmaktadir. Bu enzimlerin subsrat kisimlar1 ve kromojen
maddelerinde farkliliklar bulunmaktadir. Son yillarda enzim ile isaretleme, yapilan testin
duyarliligini arttirmak icin peroksidaz ile isaretlenmis avidin biyotin sistemi yaygin olarak
kullanilmaktadir. Tercih edilen kromojenlerin dikkat ¢eken 6zelligi ¢oziinmeyen renkli {iriinleri
meydana getirmesidir (Erten, 2019). Calismada nitroseliloz membrana jeldeki proteinlerin
[‘Schleicher and Schuell, Inc., USA’] aktarilmasi yani blotlama amaciyla SDS-PAGE islemi
tamamlaninca sira poliakrilamid jelin blotlama asmasina gecildi. Nitroselilloz membran, transfer
islemi i¢in poliakrilamid jel ve nitroseliilloz membran yiizeyinde herhangi bir hava kabarcigi, bosluk
olugmayacak bir sekilde kars1 karsiya getirildi, filtre kagidi ile sarilarak olusturulan kaset sistemi
blotlama diizenegine birakildi ve tampon soliisyonu ile doyuruldu (kaset sisteminde sirasiyla;
siinger, fitre kagidi, jel, membran, fitre kagidi ve slinger birakildi) (Sekil 2.3). Sogutulmus tampon
(transfer tamponu) ile tank dolduruldu, hazirlanan diizenek igerisine yerlestirildi, tank igerisine buz
birakildi, islem boyunca sogutulan ortamin her tarafa esit yayilmas1 amaciyla manyetik karigtirict
tizerinde 90 dk boyunca, elektrik akimi 250 mA uygulanarak ‘proteinlerin membrana transferi’
gerceklestirildi. Ozgiin olmayan reaksiyonlar1 &nlemek amaciyla nitroseliiloz membranda, protein
baglanmayan alanlarin ilgisiz proteinler ile kaplanmasi (bloklama) igin, blotlama asamasindan
sonra nitroseliiloz membran petri kutularina alindi, tampon soliisyonunda (1 X PBS) 3 defa 5’er dk
olarak calkalayici iizerinde yikama islemi gerceklestirildi. Ozgiil olmayan baglanmalar %5°lik siit
tozu igerisinde +4 °C’de bir gece bloklandi. Bloklama isleminin ardindan 90 dakika oda
sicakliginda (37 °C) bekletildi. Spesifik antikorlarla tepkime asamasinda primer antikor olarak;
p53, TIGAR ve Beclin 1 kollajen antikorlari ¢alismada kullanildi. Primer antikorlar 1:1000 oranina
sahip tampon igerisinde (Tampon: Tween 20, %0,05) hazirlandi. 90 dk calkalayicida bekletildi. 3
kez 5’er dk PBS ile yikama islemi gergeklestirildi. Peroksidoz ile konjiige edilen ‘goat-anti-rabbit
immiinoglobulin’ 1:1000 oranina sahip tampon icerisinde (Tampon: Tweeen 20, %0,05) hazirlandi
ve 90 dk, 37 °C’de inkiibasyon i¢in bekletildi. Daha sonra tampon soliisyonu ile (PBS) 3 kez 5’er
dk yikama iglemi gergeklestirildi. Bantlarin goriiniir hale gelmesi amaciyla DAB soliisyonu (Tablo
2.3) igerisine %30’luk H,O. reaksiyonu neticesinde nitroselilloz membran {izerinde yer alan bantlar
goriliniir hale geldi. 15 dk reaksiyon sonucunda, bantlar goriiniir hale gelince reaksiyonu durdurmak
icin nitroseliilloz membran dH»O ile yikama islemi gergeklestirildi. Nitroseliloz membran
kurutuldu, bant rolatif yogunlugunu belirlemek amaciyla Image Analyes System ‘yazilim
programi’ yardimiyla analiz iglemleri gergeklestirildi [‘Image J, National Institute of Health
Bethesda USA’] (Aslan vd., 2014).
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Kaset \
Suneer

-
| Nitroseliiloz membran I\ = - e

Islak transfer

Jel

_| proteinlerin

Filtre kagidi - S i hareketi

Sekil 2.3. Blotlama sistemi (Mahmood vd., 2012).

Western Blot ¢alismasinda kullanilan primerler; p53 anti sc-126. TIGAR sc-377065. Beclin
1 sc-48341 (santa cruz). S-aktin sc-8432, sekonder antikor (sc-516102, Ig (G) HRP sekonder
antibody Lot: 201117-84. DSS kimyasali: Lot: SR00853, CAS:9011-18-1.

2.3.6. Kolon Dokusu Malondialdehit (MDA) Analizi

Kolon dokusu 0,5 gr tartildi, %1,5 KCIL, her bir doku 6rnegi icin 4,5 ml eklendi, cam
homojenizatér ile pargalandi (6rneklerin bozulmamasi amaciyla islemler buz igerisinde
gerceklestirildi). Elde edilen doku homojenatindan 0,1 ml, %8,1 SDS 0,1 ml, (pH: 3.5) %20’lik
AA (asetik asit) soliisyonu 750 ul eklendi. %0,8 TBA (pH:3,5) 750 pl, saf su 2,3 ml eklendi. 95 °C
sicaklikta 45 dk bekletildi (spektrofotometre 6l¢iimii igin kullanilan kor igerigi: 2,4 ml saf su, asetik
asit %20’lik 750 pl, %8 TBA 750 ul, SDS %8,1°lik 100 pl birakildi ve sicak su banyosunda 95 °C
sicaklikta 45 dk bekletildi). Ornekler sicak su banyosundan ¢ikarildi, sogumasi i¢in bekletildi. Her
bir 6rnege 1000 ul saf su, 15:1 oranina sahip (v/v) ‘n-butanol-piridin’ soliisyonundan 5 ml ilave
edildi ve vortekslendi. Santrifiij islemi 10 dk 5000 rpm’de gergeklestirildi ve siipernatant kism
dikkatlice mikropipet yardimiyla alindi. Spektrofotometrede dalga boyu 532 nm olarak &l¢iildd,
elde edilen veriler (n mol/gram) hesaplandi (Aslan vd., 2014; Ohkawa vd., 1979).

2.3.7. Plazma Malondialdehit (MDA) Analizi

Plazma 6rnegi 200 pl alindi, %8,1 SDS 200 ul, pH:3,5 TBA % 0,8’lik 1500 pl, pH:3,5
%20’lik asetik asit 1500 pl, saf su 600 ul eklendi. Sicak su banyosunda 95 °C’de 60 dk bekletildi
(spektrofotometre 6lglimii igin kullanilan kor igerigi: 2,4 ml saf su, asetik asit %20’lik 750 ul, %8
TBA 750 ul, SDS %8,1 100 ul birakildi ve sicak su banyosunda 95 °C sicaklikta 60 dk bekletildi).
Ornekler sicak su banyosundan cikarildi, sogumasi icin bekletildi. Her bir 6rnege 1000 pl saf su,
15:1 oranmna sahip (v/v) ‘n-butanol-piridin’ soliisyonundan 5 ml ilave edildi ve vortekslendi.
Santrifiij islemi 15 dk 4000 rpm’de gerceklestirildi ve siipernatant kismu dikkatlice mikropipet
yardimiyla alindi. Spektrofotometrede dalga boyu 532 nm olarak 6l¢iildii, elde edilen veriler (n
mol/gram) hesaplandi (Aslan vd., 2014; Ohkawa vd., 1979).
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2.3.8. Malondialdehit (MDA) Ol¢iimii Standart Egri Cizimi

Standart giinliik MDA stogundan [‘1,1,3,3 tetramethoksipropan’] 10 pl alindi ve iizerine 100
ml’lik saf su eklenerek tamamlandi. Egri ¢iziminde giinliik standart saf su ile 40, 20, 10, 8, 5, 4’
oranlarinda seyreltme islemleri gerceklestirilerek 15, 30, 60, 75, 121, 151 n/mol’ derigiminde
standart c¢aligmalar olusturuldu. MDA prosediiriindeki asamalar gergeklestirilerek sonuglar
‘serum/plazma 6rnegi i¢in nmol/ml ve doku 6rneginde ise nmol/g’ olarak islemler kaydedilerek,
grafik ¢izimi gergeklestirildi (Antmen 2005).

2.3.9. Kolon Dokusu Glutatyon (GSH) Analizi

Kolon dokusu 0,5 gr tartildi, %1,5 KCI, her bir doku 6rnegi i¢in 4,5 ml eklendi, cam
homojenizatdr ile pargalandi (Srneklerin bozulmamasi amaciyla iglemler buz igerisinde
gerceklestirildi). Elde edilen doku homojenatindan 100 pl, pH:3,5 %0,8 olan TBA 400 pl eklendi
ve vortekslendi. Santrifiij islemi 5 dk 3000 rpm’de gergeklestirildi ve siipernatant kismi alindi (100
ul) ve 900 ul saf su, pH:8,8 olan 1,5 M Tris 2 ml, DTNB 100 pl iizerine eklendi, 20-25 dk reaksiyon
olusturmasi i¢in oda sicakliginda bekletildi. Spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda 6lgiilerek,
elde edilen sonuglar nmol/g olarak kaydedildi (Yigit, 2015).

2.3.10. Kolon Dokusu Katalaz (CAT) Enzim Aktivite Analizi

Ilk olarak kor tiipii hazirlanarak 240 nm’de 30 saniye bekletilerek iki defa dlgiim yapild: (kor
igerigi: 200 ul fosfat tamponu ve H,O (30 mM) 2800 pl birakildi). 200 pl serum ve H.0; (30 mM)
2800 ul numune tiipiine eklenerek spektrofotometrede dalga boyu 240 nm’de 6l¢iilerek kaydedildi.
Katalaz aktivite analizini belirlemede 6lgiilen ‘optik dansite farki U/mg’ olarak belirlendi (Erol,
2020).

2.3.11. Histopatolojik Analizler

Deney hayvanlariin her birinden alinan kolon doku ornekleri histopatolojik analiz igin
hizlica %20 formaldehit soliisyonuyla (n&trol tamponlu) incelenmek iizere fikse edildi. Dokuda
bulunan fazla su alinarak (dehidrate) parafine gémiilme islemi gerceklestirildi. Olusturulan parafin
blok, 5uM kalinliginda kesildi ve 6rnekler ‘hematoksilen- eozin’ ile boyandi (Aslan, 2011).

2.3.12. istatistiksel Analizler

Yapilan ¢aligmada olgiimler 3 tekrarli gergeklestirildi. Sonuglar ‘SPSS 20 paket programi’
ile degerlendirildi. ANOVA analizi kullanilarak gruplar karsilastirildi. ‘Posthoc’ analizinde ise
‘Tukey testi’ tercih edildi. Istatistiksel olarak ‘p < 0.05” degeri belirlendi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Canh Agirhik Degisimleri

Tablo 3.1. Dort farkli deney grubunun baslangi¢-bitis canli agirlik degisimi (sonuglar ‘One.Way ANOVA-
Post-Hoc-Tukey’ programi ile analiz edilmistir)

Gruplar Baslangi¢ canh agirhg, gr Bitis canh agirhgi, gr

LB+DSS 269 333.92+0.78°¢

3

g

g

Bitis canh agirliklar: (gr)
3

o
I

Sekil 3.1. Dort farkli deney grubunun bitis canli agirlik (gr) degisimi (‘a-d: farkli harf tasiyan gruplar
arasindaki farkliliklar istatiksel olarak 6nemlidir p<0.05’)

Sekil 3.2. Deneyde kullanilan hayvanlarin tartimi, gruplar1 ve DSS’nin LB igerisinde ¢ozdiiriilmesi



Deney calismasinda gruplar arasi baslangig canli agirliklarinda istatistiksel anlamda
herhangi bir farklilik yoktur, fakat gruplar arasi bitis canli agirliklar incelendiginde istatistiksel
anlamda farklilik gozlemlenmistir. Dort grup icerisinde agirlik artisinin en fazla oldugu gruplar
kontrol ve LB’dur, en diisiik ise DSS’dir, fakat DSS grubuna kiyasla LB +DSS grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu belirlenmistir (Tablo 3.1, Sekil 3.1, Sekil 3.2).

3.2. p53 Protein Ekspresyon Diizeyleri

p53 ——— 53 kDa
Beta actin - - - - 43 kDa

Kontrol LB DSS LB+DSS

Gruplar

Kolon dokusu ortalama p53 protein ekspresyonu (%)

Sekil 3.3. p53 protein ekspresyon diizeyleri. Sonuglar ‘One-Way ANOVA Post Hoc Duncan’ programi ile
analiz edilmistir (‘a-c: farkli harf tastyan gruplar arasindaki farkliliklar istatiksel olarak dnemlidir
p<0.05")

p53 proteini ekspresyon diizeylerinde; DSS grubuna kiyasla LB +DSS grubunda anlamli bir
yiikselis oldugu, LB ‘un p53 ekspresyon diizeyi artigini olumlu etkiledigi gdzlemlenmistir (Sekil
3.3)

3.3. TIGAR Protein Ekspresyon Diizeyleri

TIGAR 30 kDa
Beta actin - - - - 43 kDa
Kontrol LB DSS LB+DSS
40 a
30 b

d

e
]
=]
o
N Q o
N
Gruplar

Kolon dokusu ortalama TIGAR protein ekspresyonu (%)

Sekil 3.4. TIGAR protein ekspresyon diizeyleri. Sonuglar ‘One-Way ANOV A Post Hoc Duncan’ programi
ile analiz edilmistir (‘a-c: farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farkliliklar istatiksel olarak
6nemlidir p<0.05’)
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TIGAR proteini ekspresyon diizeylerinde; DSS grubuna kiyasla LB +DSS grubunda anlamli
bir diisiis oldugu, LB’1in TIGAR ekspresyon diizeyinin diigmesinde etkili oldugu gézlemlenmistir
(Sekil 3.4).

3.4. Beclin 1 Protein Ekspresyon Diizeyleri

Beclin-l v —— 60 kDa

Beta actin - - - - 43 kDa

Kontrol LB DSS LB+DSS

e
R

R
S

% |
L)

Gruplar

Kolon dokusu ortalama Beclin-1 protein ekspresyonu (%)

Sekil 3.5. Beclin 1 protein ekspresyon diizeyleri. Sonuglar ‘One-Way ANOV A Post Hoc Duncan’ programi
ile analiz edilmistir (‘a-c: farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farkliliklar istatiksel olarak
6nemlidir p<0.05”)

Beclin 1 proteini; DSS grubuna kiyasla LB +DSS grubunda anlamli bir artis oldugu, LB un
Beclin 1 ekspresyon diizeyi artisini olumlu etkiledigi gozlemlenmistir (Sekil 3.5).

3.5. Kolon Dokusu ve Plazma Malondialdehit (MDA) Diizeyleri

Tablo 3.2. Kolon doku Malondialdehit (MDA) diizeyi

Gruplar Kolon Doku MDA Diizeyi
(nmol/g)

Kontrol 59.97 + 1.00°

LB 57.70 £ 2.00°

DSS 82.34 £ 3.002

LB + DSS 72.34 +2.00°

‘a—c: Aymn siitun grafikte farkli harfleri tasiyan gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamlidir (p
<0.05)’ Sonuglar ‘One-way ANOVA Post Hoc LSD Test’ ile analiz edilmistir.
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Tablo 3.3. Plazma Malondialdehit (MDA) diizeyi

Gruplar Plazma MDA Diizeyi
(nmol/ml)

Kontrol 22.01 £ 1.00°

LB 20.12 +£2.00°

DSS 40.04 + 3.002

LB + DSS 30.91 + 2.00°

‘a—c: Ay siitun grafikte farkli harfleri tasiyan gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak
anlamlidir (p <0.05)’ Sonuglar ‘One-way ANOVA Post Hoc LSD Test’ ile analiz edilmistir.

25 -

B y = 1,1658x + 0,986

8 2] R2 =914

21,5

@

2

g 11 o

E

< 0,5 A

a

E 0 T T T T T 1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
MDA Konsantrasyonu (nmol/g)
Sekil 3.6. Kolon dokusu MDA standart grafigi
2,5 +
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a 4 2_
8 2 R*=Q,914

w

S 1,5 A
=
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2 1] e
<
g 0,5 -
=
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0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
MDA Konsantrasyonu (nmol/g)

Sekil 3.7. Plazma MDA standart grafigi
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Kolon doku MDA hesaplanmasi ‘x=(y - 1,8504) / 0,8531” olarak yapildi ve ‘y’ degeri ise
dalga boyu 532 nm olarak spektrofotometrede Sl¢limii yapilan MDA degeridir ‘(y = 0.8531x
+1.8504).” Plazma MDA hesaplanmasi ‘x = (y — 2,075)/0,8158” olarak yapildi ve ‘y’ degeri ise
dalga boyu 532 nm olarak spektrofotometrede 6l¢iimii yapilan MDA degeridir ‘(y = 0.8158x +
2.075).” Calismada elde ettigimiz sonuclar dogrultusunda standart MDA egrisi ¢izildi ‘p<0.05’
(Sekil 3.6, Sekil 3.7).

1004
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B
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Kolon doku MDA seviyesi (nmolig)
2

Sekil 3.8. Dort farkli deney grubunda kolon dokusu MDA diizeyi karsilastirilmasi. ‘a-c: ayni satir farkli harfi
tagtyan gruplar arasi fark 6nemlidir (p<0.05)’
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Sekil 3.9. Dort farkli deney grubunda plazma MDA diizeyi karsilastirilmasi. ‘a-c: ayni satir farkli harfi
tastyan gruplar arasi fark 6nemlidir (p<0.05)’

Caligma elde ettigimiz sonuglar kontrol ve LB grubunda MDA diizeyleri ayni ve diisiiktiir.
Kolon doku ve kolon dokusu plazma MDA diizeyleri DSS grubunda en yiiksek diizeydedir, DSS
grubu ile kiyasladigimiz zaman LB+DSS grubunda istatistiksel olarak énemli bir azalma oldugu
gbzlemlenmigtir (Tablo 3.2, Tablo 3.3, Sekil 3.8, Sekil 3.9).
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3.6. Kolon Dokusu Glutatyon (GSH) Diizeyleri

Tablo 3.4. Kolon dokusu Glutatyon (GSH) diizeyi

Kolon Dokusu GSH Diizeyi

Gruplar .
(nmol/mg protein)
Kontrol 546,17 £ 2.002
LB 550.58 +£2.00°
DSS 340.29 = 1.00°
LB + DSS 446.17 £ 2.00°

‘a—c: Ayn siitun grafikte farkli harfleri tasiyan gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamlidir (p
<0.05)’ Sonuglar ‘One-way ANOVA Post Hoc LSD Test’ ile analiz edilmistir.

Kolon doku GSH hesaplamasi ‘x=(y-0,0643)/0,012° olarak yapild1 ve ’y’ degeri ise dalga
boyu 412 nm olarak spektrofotometrede Ol¢iimii yapilan GSH degeridir ‘(y=0,012x+0,0643).”
Calismada elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda GSH egrisi ¢izilmistir (Sekil 3.10).

0,05 -
0,045 | y = 0,0068x + 0,0016 *
0,04 - RZ =0,9342

S 0,035 -

0,03 -

0,025 |

0,02 -

0,015 |

0,01

0,005 |

Absorbans (OD

0 1 2 3 4 5 6 7
BSA(mg/ml)

Sekil.3.10. BSA standart grafigi (GSH)
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Kolon Doku GSH Seviyesi (umol/mg)

Sekil 3.11. Dort farkli deney grubunun, kolon dokusu GSH diizeyinin karsilastirilmasi. ‘a-c: ayni satir farkl
harfi tagiyan gruplar arasi fark 6nemlidir (p<0.05)’

Calismada elde ettigimiz sonuglar kontrol ve LB grubunda GSH diizeyleri yiiksek ve aynidir.
DSS grubunda en diisiik diizeydedir, DSS ile kiyasladigimiz zaman LB+DSS grubunda istatistiksel
olarak 6nemli bir artis oldugu gozlemlenmistir (Tablo 3.4, Sekil 3.11).

3.7. Kolon Dokusu Katalaz (CAT) Aktivite Diizeyleri

Tablo 3.5. Kolon dokusu katalaz (CAT) aktivite diizeyi

Kolon Dokusu Katalaz Aktivite Diizeyi

Gruplar .

P (U/mg protein)
Kontrol 64.47 + 3.002
LB 66.97 + 3.002
DSS 30.50 + 1.00°¢
LB + DSS 47.11 £2.00°

‘a—c: Aymn siitun grafikte farkli harfleri tasiyan gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamlidir (p
<0.05)’ Sonuglar ‘One-way ANOVA Post Hoc LSD Test’ ile analiz edilmistir.

Kolon doku katalaz hesaplamas1 ‘x=(y-0,0159)/0,0115” olarak yapild1 ‘y’ degeri ise dalga
boyu 240 nm olarak spektrofotometrede 6l¢timii yapilan katalaz degeridir ‘(y=0,0115x+0,0159).”
Calismada elde ettigimiz sonuclar dogrultusunda katalaz egrisi ¢izilmistir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.13. Dort farkli deney grubunun kolon dokusu katalaz aktivite diizeyinin karsilagtirilmasi. ‘a-c: ayni
satir farkli harfi tagiyan gruplar arasi fark 6nemlidir (p<0.05)’

Caligmada elde ettigimiz sonuglar kontrol ve LB grubunda GSH diizeyleri yiiksek ve aynidir.
DSS grubunda en diisiik diizeydedir, DSS grubu ile kiyasladigimiz zaman LB+DSS grubunda
istatistiksel olarak 6nemli bir artis oldugu gézlemlenmistir (Tablo 3.5, Sekil 3.13).
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3.8. Histopatolojik Goriintiiler

Sekil 3.14. Deney gruplarmin kolon mukozasi histopatolojik goriintiileri: (boyama hematoksilen-eozin,
Bar:50 um). A.XKontrol grubu, saglikli olan kolon mukoza B.LB grubu, histolojik gériintiisii
normal C.DSS grubu (iilser olusturulan grup), mavi ok; kript distorsiyon, siyah ok; ilserli olan
kolon mukoza, ylizey epiteli yok D.LB+DSS grubu (hastaligi engelleyen grup), mavi ok;
inflamatuar hiicreler seyrek, siyah ok; yiizey epiteli goriiniiyor

Calismada elde ettigimiz histopatolojik sonuglarda kontrol grubu (A) ile LB grubu (B)
arasinda histolojik goriintii olarak bir fark olmadigi gézlenmistir. DSS gurubunda (C) kript
distorsiyonu (mavi ok) ve iilserli kolon mukozasi (siyah ok) gézlemlenmistir. LB+DSS grubu (D)
inflamatuar hiicrelerin (mavi ok) azaldig1 belirlenerek, ylizey epiteli (siyah ok) gézlemlenmistir
(Sekil 3.14, Tablo 3.6).



Tablo 3.6. Gruplar arast histopatolojik parametreler, K:Kontrol grubu. LB: Lycium barbarum grubu. D: DSS
grubu. LB+D: Lycium barbarum +DSS grubu. (- hasar yok, + hasar var, ++ hasar orta derecede,
+++ hasar siddetli derecede)

Histolojik Parametreler
.Ni.itmﬁlik Odem | Hemoraji | Ulserasyon Kriptit Kript Distorsiyon
infiltrasyon
Gruplar

K - - - - -

K + - - - - -

K - - - - - -

K + - - - - -

K + - - - - -

K + - - - - -

K - - - - - -
LB b - - - - -
LB - - - - - -
LB - - - - - -
LB + - - - - -
LB + - - - - -
LB + - - - - -
LB + - - - - -
D ++ + + + + +

D ++ - - ++ ++ +

D +++ + - ++ + +

D ++ + + + +

D +++ + - + - +

D ++ + - + + +

D ++ + - + +
LB+D - - - - - -
LB+D + - - - - -
LB+D + - - - - -
LB+D + - - - -
LB+D ++ + - - - _
LB+D + - - - - -
LB+D + - - - - -
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4. SONUCLAR

Inflamatuar bagirsak hastaliklarmin (IBH) baslangici intestinal inflamasyon ve mukozal
doku hasar ile gerceklesmekte, hastaligin ilerlemesi bozulmus immiin cevaplar ile olugmakta,
intestinal ve ekstraintestinal bulgulara neden olan, etiyolojisi netlesmemis, hastalarin yasam
standartlarin1 ciddi anlamda olumsuz etkileyen, kronik hastaliklardan biridir (Nazlikul, 2020).
IBH’dan biri de iilseratif kolittir. Bu hastalik kolonun bir kismma ya da tamamina yayilarak
tutunabilir. Genellikle hastalig1 alan kisilerin kolon muhtevasindaki gida, bakteri vb. ile kolonun
tahris olmasi neticesinde immiin sistemleri aktif hale gelmektedir. Ulseratif kolit belirtileri tahris
neticesinde alevlenmektedir. Alevlenmeler esnasinda genellikle hastalarda mukuslu ve kanli gayta,
karin agrilari, siskinlik, diyare ve kramp gibi semptomlar goriilmektedir (Ugurlu, 2020). Yapilan
arastirmalarda, yaklasik otuz yildan fazla bir siiredir deneysel iilseratif kolit modelleri
kullanilmaktadir. Modellerin olusmasi; laboratuvarda deney hayvanlarinin deniz yosunu ekstraktini
tiiketmesi neticesinde, insanlarda olusan iilseratif kolit (UK) hastalifindaki semptomlarmn
gozlemlenmesi ile baslamistir. Sonraki siireglerde ise immiin transfer, farkli kimyasallar ile
indiiklenen, genetik tabanl ve bakteriyel 6rnek modelleri olusturulmustur. Insanlarda goriilen UK
modeline deneysel olarak ulasmak i¢in tercih edilen kimyasallardan biri de DSS (Dekstran Sodyum
Siilfat)‘dir. 5 ile 1400 kDa molekiiler agirliga sahip, (C6H7Na3014S3)n kimyasal formiilii olan,
suda ¢oziinme 6zelligi olan, negatif yiiklii siilfatlanmis polisakkarit tiirlerinden biridir. Sican ve
farelerde intestinal koliti tetiklemek amactyla bilimsel ¢calismalarda ¢ogunlukla kullanilmaktadir.
UK hastahiginda bagirsak epiteli bariyerdeki farklilasmasi, boylece liimende bulunan bakteri ya da
bakteri antijenlerinin mukozaya dogru ilerlemesi ve kolonik inflamasyonu tetiklemesi hastaligin
sistemi olarak ileri siiriilmektedir. Benzer olaylar DSS ile meydana gelmis kolit modellerinde de
goriilmektedir. DSS’nin bagirsak iltihabina neden olan mekanizmasi heniiz tam olarak
bilinmemekle birlikte, kolonik epitel yiizeyi igin toksik bir madde olan DSS epitel hiicrede
bozulmalara neden olur, bu hasar sonucunda olusan immiin tepkiler, kolonik epitel mukozal bariyer
boyunca farklilagmalara sebep olur. Bu nedenle DSS’nin kisa siire igerisinde fare ya da siganlarin
icme sularma eklenmesiyle, kolonla sinirli olarak; {ilserler/erezyonlar, karakterize akut
inflamasyonu ve kript kayiplarina meydana gelmesiyle neticelenmektedir. UK caligmalarinda;
uygulama sirasindaki hizliligi ve kolayligi (igme suyu ile), tekrar edilmesi, dozajini1 kontrol etme
olanag sebebiyle DSS kolit modeli siklikla tercih edilmektedir. DSS uygulama siklig1 ve dozajinda
farkliliklar olusturularak kronik ve akut inflamasyon modelleri olusturulabilir (Kiigiik, 2020).

Yapilan farkli arastirmalara gore; UK hastaligi teshisinde, hastalarin yaklasik %21’ klasik
ilag tedavi yoOntemlerini birakarak, alternatif tedavi yontemlerini tercih etmislerdir. Tedavi
siirecindeki yetersizlik farkli ve etkili yontemlere ihtiyacit kanitlamaktadir (Agaoglu, 2020).
Alternatif tedavi yontemleri icerisinde en dikkat ¢eken bitkisel yontemlerdir. Bitkisel yontemlerde
tedavi diger tilkelerde ve lilkemizde son zamanlarda hizla yayginlasmaktadir. Bitkisel tedavinin 6n
planda olmasinin en onemli sebepleri icerisinde Ozellikle de kisilerin tibbi tedavinin yan
etkilerinden sikayet¢i olmalaridir. Ayrica bitkilerle tedaviye olan bu yonelimin nedeni gelismis ya
da gelismekte olan iilkelerde ekonomik sebepler ile ilaglara alternatif olarak, dogal kaynaklar
kullanilarak saglik teknolojisinin gelismesini saglamaktir (Bozdag, 2019; Mutlu, 2020).
Antioksidan 6zelligi 6n planda olan Lycium barbarum (LB) alternatif tipta kullanilan bitkiler



igerisinde yer almaktadir. Kurt iiziimii ya da Goji Berry (Solanaceae familyasinda) olarak da bilinen
LB, genellikle Tibet, Cin ve farkl1 Asya iilkelerinde olusan, 1-2 cm uzunluguna sahip, kirmizi-
turuncu renkte bir meyve tiiriidiir. LB’un kimyasal bilesenlerinde en ¢ok dikkat ¢eken polisakkarit
kompleksleridir. Bu kompleksler ise polipeptit ve asidik heteropolisakkaritten meydana gelen
komplekslerdir. Miktarlarinda farkliliklar olsa da polisakkaritler esasen 6 tane monosakkaritten
meydana gelmistir, monosakkaritler sunlardir; ramnoz, galaktoz, glikoz, mannoz, arabinoz,
ksilozdur. LB meyvesinin polisakkaritleri, 18 tane aminoasit ve galakturonik asit bulundurmaktadir
(Y1lmaz, 2017). LB’un turuncu-kirmizi renkli olmasina sebep olan igerigindeki karotenoidlerdir.
Ekstraktiyla ilgili yapilan ¢alismalarda 7 tane karotenoid esteri ve 11 tane serbest karotenoid
icermektedir (Yildiz, 2018). LB’ da karotenoid ve polisakkaritlerin farkl1 olarak igeriginde; beta-
sitosterol, betain, serebrosit, p-kumarik asit gibi yararl bilesikler ve Co, Fe, K, Ca, Zn, Se, Mn, Mg
gibi faydali minerallerde bulunmaktadir (Ozdemir, 2017). ‘Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi’
(ORAC) besinlerinde bulunan antioksidan igerigini belirtmektedir. Besinlerin igerdigi ORAC
seviyesi yliksekse, hiicre ve hiicre bilesenlerini oksidatif hasarlar karsisinda korumaktadir. LB’ un
cok sayida sebze ve meyveyle karsilagtirildiginda ORAC degerinin yiiksek oldugu sonucuna
varilmistir (nar, yaban mersini, bogiirtlen, ¢ilek, ispanak, briiksel lahanasi, pancar, portakal, sogan,
havug vb. kiyaslanmig ve en yiiksek ORAC seviyesi LB oldugu belirlenmistir) (Ergiir, 2019).
LB’un 6mrii uzatic1 etkisinin oldugu inanci sebebiyle Cin halki tarafindan ‘mutluluk meyvesi’
olarak tanimlanmis ve ylizyillarca kullanilmig bir meyvedir. Yapilan bir¢ok arastirma sonuglarina
gbre, bu meyvenin insan sagligi lizerinde olumlu etkilerinin oldugu belirlenmistir. Bir ¢calismada
sicanlarda asetik asit ile olusturulan iilseratif kolit modelinde LBP’nin etkisi arastirilmistir.
Calismada biyokimyasal belirte¢ olan endotoksin (EDT), diamin oksidaz (DAO) ve d-laktat (DLA)
serum seviyelerinde artig oldugu, kilo kaybi ve ishalin 6nemli 6l¢iide azaldig: bildirilmistir (Zhao
vd., 2014). Yiiksek yaglh diyet ile olusturulan obez farelerin testis dokularindaki hasar ile ilgili
yapilan ¢alismada, LBP’nin testis dokusunda oksidatif stresi ve patolojik hasar1 azalttig1, glikoliz
seviyesini digiirdiigii agiklanmustir (Yang vd., 2020). Potasyum bromat (KBrOs) genellikle sularin
dezenfektani igin kullanilan kimyasaldir. KBrOs ile siganlarda olusturulan bobrek hasari iizerinde
LB’un etkisi arastirilmigtir. Arastirma sonucu LB’un bobrek dokusundaki hasari azalttigi, bobrek
hasar1 tedavisinde koruyucu bir ajan olabilecegi belirtilmistir (Li vd., 2017). ‘Akut Respiratuar
Distres Sendromu (ARDS)’ akciger dokusundaki alveollerde sivi birikmesi nedeniyle olusan bir
inflamatuar akciger hasari olarak tanimlanir. Erkek fareler iizerinde yapilan bir ¢calismada LBP nin
ARDS’ye kars1 kismen koruyucu etkilerinin oldugu belirtilmistir (Chen vd., 2018). Yapilan farkli
bir ¢alismada siganlarda etanol ile indiiklenen mide ilseri {izerinde LBP’nin koruyucu etkisi
aragtirilmistir. Aragtirma sonucu LBP’nin mide {ilserini zayiflattig1 belirtilmistir (Lian vd., 2020).

Apoptoz hiicresel dengeyi korumakla gorevli, inflamasyon olmadan hiicre Oliimlerini
diizenleyen programlanmig bir mekanizmadir (Aktas, 2017). Programli bu mekanizmanin ana
gbrevi, organizmanin normal isleyisine zararli olacak hiicreleri uzaklastirip, hasara ugramis
hiicreleri ortamdan kaldirarak homeostazin devamliligini saglamaya ¢aligsmaktadir (Colpan, 2020).
Bu programda énemli gérevleri bulunan proteinlerden biri p53 proteinidir. Oksidatif stres, DNA
hasar1 gibi durumlarda p53 proteini uyarilir, uyarim sonrasi hiicre siklusu durdurulur ve hasar
onarim mekanizmas: aktiflestirilir, hasar tamir edilemeyecek bir seviyede ise p53 proteini hiicreyi
apoptozise siiriikler. Bir transkripsiyon faktorii olarak da gdrev yapan p53 proteini, uyarildig
zaman konsantrasyon seviyesinde artis olur ve spesifik olarak DNA’ya baglanarak, birgok farkli
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genin faaliyetini olumlu-olumsuz yonden etkilemektedir (Kanapathipillai, 2018; Stein vd., 2019).
p53’tn kontroliinde yer alan C12orf5 geni iiriinii olan TIGAR (TP53-induced glycolysis and
apoptosis regulator) proteinidir. Yapilan bir¢ok farkli aragtirma sonuglar1 incelendiginde artan
TIGAR seviyesi, hiicrede ROS ile tetiklenen programli hiicre oliimiiniin aktif hale gelmesini
onlemede hiicreyi ikna edici rol oynadig diisiiniilmektedir (Agca vd., 2019a). Hiicre oliimiine
sebep olan mekanizmalardan bir digeri ise otofajidir. Otofajiyle ilgili ilk arastirmalarda besin
eksikligiyle aktiflesen, lizozom ile makromolekiiliin hiicre igerisinde yikimini gerceklestirerek,
sonraki agamada lrlinlerin tekrar elde edilmesiyle hiicrede olusan stres kosullarina aligmasi
amaciyla ona yardime1 olan bir sistem oldugu belirlenmistir (Aybek, 2021; Alvur, 2020). Fakat son
yillarda otofajiyle ilgili yapilan ¢aligmalar bu gérevinin disinda metabolizmayi diizenlemek, hiicre
6liimii, hiicre yaslanmasi-farklilagsmasi, dogal ve adaptif immiin sistemde gorev aldigi belirtilmistir
(Acar, 2020). Otofaji sisteminde meydana gelen bozukluklar nérodejeneratif ve kardiyovaskiiler
gibi bir¢ok patolojik hastaliklara sebep oldugu belirlenmistir (Erfidan, 2020). Otofajinin
diizenlenmesinde Beclin 1’in 6nemli gorevleri bulunmaktadir, yapilan genetik caligmalar
neticesinde; immiin savunma sistemi, hiicre oliimlerinin diizenlenmesi, kalp hastaliklarinin
engellenmesinde de gorev almaktadir. Ayrica otofajik mekanizmanin aktiflesip aktiflesmedigini
belirlemek amaciyla Beclin 1 gosterge gorevi gormektedir. Beclin 1, temel sinyal baslatma
kompleksinde (simif III PI3 kinaz, Beclin 1 ve pl150 proteini) yer aldig1 i¢in otofagolizozomu
meydana getiren protein dizisini aktive ederek dogrudan etki eden bir mekanizma olarak da
tanimlanmaktadir (Hill vd., 2019; Baytar, 2019).

Son yillarda apoptozis ve otofaji ile ilgili literatiirde bir¢ok ¢aligma mevcutken, deneysel
iilseratif kolit modelinde LB’un hastalig1 dnleyici etkisinin siganlarda p53, TIGAR ve Beclin-1
proteinlerinin, apoptotik-otofajik mekanizma ftizerindeki potansiyel roliiyle ilgili herhangi bir
caligma olmadigini gézlemledik. Caligmamizda bu konunun arastirmasi amaglanmustir.

Ulseratif kolit hastalariyla ilgili yapilan bir arastirmada, p53 geni incelenmis, ¢aligma
sonuglarina gore hastalarin yaklagik %55’inin p53 geninde bozulma oldugu agiklanmistir, yapilan
calisma ile tlseratif kolit hastaliginin tedavi edilmemesi kolon kanseri riskini arttiracagi
belirtilmistir (Mariann vd., 2015). Yapilan farkl: bir ¢aligmada ise iilseratif kolit hastalarinin kolon
dokularinda p53 protein ekspresyon seviyeleri incelenmistir. Calisma sonuglarina gore, hastalikli
dokularda p53 proteininde azalma oldugu ve bu azalma sonucunda iltihapli dokunun tedavisi i¢in
apoptozisin engellendigi disiiniilmektedir (Su vd., 2019). Uzun siireli inflamatuar bagirsak
hastalig1 kolorektal kanser riskinin artmasina neden olmaktadir. inflamatuar bagirsak hastalarinda
gelisen kolorektal tiimor yapisinin arastirildigi bir ¢alismada hastalarin %63’iinde p53 geninin
mutasyonlu oldugu belirtilmistir (Robles vd., 2016). 2001-2011 yillar1 arasinda inflamatuar
bagirsak hastalarinda gelisen poliplerde displazi tanisinda p53’iin etkisinin arastirildigi ¢aligmada
ise displazi tanisinda p53 proteininin yardimci olabilecegi agiklanmistir (Brahim vd., 2016).

Mevcut ¢calismamizda p53 proteininin DSS grubu ile kiyasla LB+DSS grubunda anlamli bir
artisinin oldugu gozlemlenmistir. Calismamizda elde ettigimiz bu sonuca gore, LB un apoptozis
mekanizmasinin aktiflesmesinde etkili oldugu diistiniilmektedir.

Iki farkli fare grubu iizerinde yapilan bir arastirmada; her iki grupta da akut ince bagirsak
hasar1 olusturulmustur, fakat sadece bir grupta TIGAR geni silinmistir. Calisma sonucunda TIGAR
geninin silindigi grupta olusan bagirsak poliplerinin sayisi, diger gruba kiyasla daha az oldugu
bildirilmistir. Bu sonug¢lar TIGAR proteininin bagirsak hasarini arttirmada yardimeir olabilecegi
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diisiincesini giiclendirmistir (Cheung vd., 2013). Resveratroliin gogiis kanseri hiicre hatti olan
MCF-7 ve akciger kanseri hiicre hatti olan H1299 {izerindeki etkisinin arastirildigi bir ¢calismada,
her iki hiicre hattinda da resveratrol maddesinin verildigi grupta TIGAR seviyesinde azalma
oldugu, azalan TIGAR sonucunun, resveratroliin tetikledigi apoptozisi destekledigi belirtilmistir
(Kumar vd., 2015). Akciger kanseri hiicre hatti olan A549°da TIGAR geninin susturulmasi
sonucunda apoptotik ve otofajik mekanizmanin arastirildigi bir calismada TIGAR 1n susturuldugu
grupta koloni olusumunda ve hiicre canliliginda azalma oldugu, Kaspaz3-Beclin 1-LC3lvell
proteinlerinde artis oldugu belirtilmistir, sonug olarak TIGAR gen susturulmasinin apoptozis ve
otofajiyi indiikledigi, kanser tedavilerinde potansiyel strateji olarak kullanilabilecegi diisiincesini
giiclendirmistir (Agca vd., 2019b). Triticum aestivum ¢im kokiiniin kolon kanser hiicre hatti olan
HT-29 iizerinde etkisinin arastirildig1 bir bagka ¢alismada Triticum aestivum ¢im kokiiniin HT-29
hiicrelerinde antiproliferatif etkisinin oldugu, p53 ve TIGAR protein ekspresyonlarini asagi regiile
ettigi bildirilmistir, yapilan bu arastirmada p53 ve TIGAR proteinlerinin stoplazmadan ¢ekirdege
gocme olasiligimin yiiksek oldugu aciklanarak p53/TIGAR’a bagl apoptozis mekanizmasini
indiikleyebilecegi belirtilmistir (Agca vd., 2017).

Mevcut ¢aligmamizda, benzer ¢aligmalar ile tutarli sonuclar elde edilmistir. Caligmamizda
TIGAR proteininin DSS grubunda anlamli olarak arttigini, DSS grubu ile kiyasla LB+DSS
grubunda ise anlamli bir azalisin oldugu gézlemlenmistir. Caligmamizda elde ettigimiz bu sonuca
gore, LB’un apoptozis mekanizmasinin aktiflesmesinde etkili oldugu diistiniilmektedir.

Ratlarda DSS ile olusturulan iilseratif kolit modelinde iiziimde bulunan resveratrol
maddesinin otofajik mekanizmadaki etkisiyle ilgili bir ¢aligmada, Beclin 1 protein ekspresyon
seviyesinde artis oldugu ve otofajiyi aktiflestirerek bagirsaktaki hasari hafiflettigi sonucuna
varilmustir (Pan vd., 2020). Ulseratif kolit hastalariyla ilgili yapilan bir arastirmada Beclin 1 protein
ekspresyon seviyesinde artis oldugu, artan Beclin 1 seviyesi ile hasarli dokuda otofajinin
tetiklendigi sonucuna varilmistir (Hao vd., 2015). Farelerde DSS ile indiiklenen iilseratif kolit
modelinde Ganoderma atrum polisakkaritinin (PSG-1) koruyucu etkisinin arastirildig1 ¢alismada,
PSG-1’in bagirsak yapisinin biitiinligiinii korudugunu, Akt/mTOR seviyesini diizenleyerek, Beclin
1 protein ekspresyonunu arttirdig1 ve bu sonuglarla otofajiyi destekledigi diistiniilmektedir (Zheng
vd., 2020). DSS ise olusturulan iilseratif kolit modelinde Metrnl protein roliiniin arastirildigi bir
calismada; Metrnl proteinin bulundugu kontrol grubuna kiyasla Metrnl proteinin olmadig: iilserli
dokuda Beclin 1 proteininde azalma oldugu ve AMPK-mTOR-p70S6K yoluyla otofajiyi inhibe
ederek ilseratif koliti siddetlendirdigi diisiiniilmektedir (Zhang vd., 2020). Farelerde DSS ile
indiiklenen iilseratif kolit modeli iizerinde kurkumin ve resveratroliin koruyucu etkisinin
arastirilldigi ¢alismada; kurkumin ve resveratrol ile tedavi edilen grubun, DSS grubuna kiyasla
viicut agirlik kaybimin azaldigi, histopatolojik sonuglara gore hastalik siddetini azaltarak iyilesme
stirecini hizlandirdig1 ancak Beclin 1 ve LC3I-II protein ekspresyonunu azalttii belirtilmistir,
proteinlerdeki azalmanin sebebi ise iilserli kolonun iyilegsmesinden kaynakli otofajiyi engellemesi
olabilecegi belirtilmistir (Zhang vd., 2019).

Mevcut ¢aligmamizda, benzer ¢alismalar ile tutarli sonuglar elde edilmistir. Calismamizda
Beclin 1 proteininin DSS grubunda anlamli bir azalisin oldugu, DSS grubuna kiyasla LB+DSS
grubunda ise anlamli ciddi bir artisin oldugu goézlemlenmistir. Calismamizda elde ettigimiz bu
sonuca gore, LB un otofajik mekanizmasinin aktiflesmesinde etkili oldugu diistiniilmektedir.
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Lipit peroksidasyonunun son {irlinii olan, biyolojik yapilar i¢erisinde kolay bir sekilde tespit
edilebilen ve peroksidatif hasar sonucunda belirte¢ olarak gosterilen MDA olusmaktadir.
Malondialdehit lipit peroksidasyonunun énemli iiriinlerinden birini olusturmaktadir. Ug veya daha
¢ok bag bulunduran yag asidinin peroksidasyonu sonucunda malondialdehit olusur. Meydana gelen
malondialdehit hiicre membranindan iyon alis verisini olumsuz yonde etkileyerek membranda yer
alan bilesik baglanmalarinin carpraz olmasma ve enzim aktivitesinde farklilasma vb. menfi
sonuglara sebep olan, viicut i¢in zararli iirlindiir (Tung, 2018; Giingdérmez, 2019). Hidrojen
peroksitin sebep oldugu Drosophila melanogaster’in (meyve sinegi) 6liim oranlar iizerinde
LBP’nin etkisini belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada, LBP’nin meyve sinegi 6liim oranlarini
azalttigi ve MDA diizeyinde ciddi oranda azalmaya sebep oldugu belirtilmistir (Rui vd., 2019).
Streptozotocini ile indiiklenen diyabetik rat modelinde LBP etkisinin arastirildig1 bir ¢calismada,
LBP’nin kandaki glikoz ve serum MDA diizeyinde azalmalara neden oldugu belirtilmistir (Wu vd.,
2006). Saglikli insanlar tizerinde, LBP nin antioksidan etkisini belirlemek i¢in yapilan ¢aligmada
glutatyon peroksidaz diizeyinin arttig1 ve serum MDA diizeyinde ise azalma oldugu belirlenmistir
(Amagase vd., 2009). Siganlarda ‘intestinal iskemi/reperfiizyon’ bagirsak hasar modelinde
LBP’nin etkilerini degerlendirmek amaciyla yapilan ¢alisgmada LBP’nin bagirsak dokusunda
histopatolojik degisiklikleri iyilestirdigi ve MDA diizeyini azalttig1 bildirilmistir (Yang vd., 2013).
Doksorubisin (DOX) kanser tedavilerinde kullanilan kemoterapik ajanlardan biridir, yapilan
calismalarda DOX’inin kalpte hasara neden oldugu belirlenmistir, sicanlar iizerinde DOX’in
kaynakl1 kalp hasar1 tizerinde LBP nin etkisini belirlemek amaciyla yapilan bir calismada LBP nin
kalpte miyokard hasarini iyilestirdigi, MDA diizeyini azalttigi belirlenmistir (Xin vd., 2011).
Farelerde olusturulan psikolojik stres modelinde karaciger dokusunda LBP’nin etkisinin
degerlendirildigi bir ¢alisma sonucunda ise LBP’nin kanda ve karaciger dokusunda MDA diizeyini
azalttigi, ayrica strese karsi farelerde yararl bir koruyucu madde oldugu diistiniilmektedir (Zhu vd.,
2014).

Mevcut ¢alismamizda MDA diizeyi en yiiksek olan DSS grubudur, DSS grubuna kiyasla
LB+DSS grubunda 6nemli bir azalma oldugu goézlemlenmistir. Caligmamizda elde ettigimiz bu
sonuca gore LB’un MDA diizeyini azaltarak dokuda olusan hasar1 engelledigini ifade edebiliriz.

Viicutta olusan oksidatif stres neticesinde bir¢cok hasar gelisebilir, hasar1 6nlemek amaci ile
viicutta birgok savunma sistemleri meydana gelir. Bu savunma sistemlerinden biri de GSH
(Glutatyon)’dur (Giindiiz, 2021). GSH tripeptit yapisina sahip, i¢erisinde sistein bulunduran, ince
bagirsakta emilme 6zelligine sahip antioksidan enzim sistemlerinden birini olusturmaktadir. GSH
birgok viicut fonksiyonlarinda aktif bir sekilde etkilidir. Ornegin DNA sentezi ve hasara ugramis
kisimlarin onarilmasi gibi. Ayrica GSH birgok farkli ilag ve karsinojen benzeri toksik yapilara karst
korumaktadir. Oksidatif stres karsisinda belirte¢ olarak GSH diizeyleri kontrol edilmektedir
(Ertung, 2017; Korkmaz, 2017). D-galaktoz ile olusturulan yaglh fare modeli {izerinde LBP’nin
etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, LBP’nin MDA diizeyini azalttigi, GSH diizeyini ise ciddi bir
oranda arttirdi8y, farelerde antiaging etki olusturdugu belirtilmistir (Yi vd., 2013). Yiiksek yagh
diyetle beslenen si¢anlarin karaciger dokusunda LBP’nin etkisinin arastirildigi calismada, LBP’nin
karacigerde GSH diizeyinin 6nemli 6l¢tide arttirdigr bildirilmistir (Wu vd., 2010). Siganlarda safra
tikanikligiyla olusturulan karaciger hasan iizerinde LB’un etkilerini belirlemek i¢in yapilan bir
calismada, LB’un karacigerde MDA diizeyini azalttigi, GSH diizeyini ve katalaz aktivitesini ise
arttirdign belirlenmistir (Kabake1, 2013). LBP’nin kadmiyum kaynakli karaciger hasarma karsi
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etkisinin arastirildigi ¢aligmada LBP’nin hasar1 hafiflettigi, GSH diizeyinde ylikselmeye neden
oldugu gozlemlenmistir (Varoni vd., 2017). Go6z retina bozuklugu tlizerinde LB’un etkilerinin
arastirilldigi ¢calismada LB ile tedavi edilen grubun hastalik grubuna kiyasla GSH diizeyinde artma
ve MDA diizeyinde ise azalma oldugu belirtilmistir (Chang vd., 2018).

Mevcut calismamizda GSH diizeyi en diisiik olan DSS grubudur, DSS grubuna kiyasla
LB+DSS grubunda 6nemli bir artis oldugu gozlemlenmistir. Calismamizda elde ettigimiz bu
sonuca gore LB’un GSH diizeyinin artmasina yardimci olarak, dokuda olusan hasari
onleyebilecegini ifade edebiliriz.

Organizmada seviyesi diisiik olan ‘hidrojen peroksit’ katalaz yardimiyla pargalanir. Fakat
‘hidrojen peroksit’ diizeyinde artis olmasi ya da katalaz ile parcalanarak zararsiz bir hale
getirilmemesi sonucunda viicut i¢in tehlikeli olan ‘hidroksil serbest radikali’ (OH)’in meydana
gelmesine katki saglar. Viicutta seviyesi fazla olan hidrojen peroksit, lipit peroksidasyonu ya da
DNA hasarlarina neden olmaktadir. Yapilan bircok farkli aragtirma sonucunda oksidatif stresin
neden oldugu sorunlardan olan diyabet, norodejeneratif bozukluklar, ateroskleroz ve lipit
bozuklugunun katalaz aktivitesinin az oldugu kisilerde siklikla goriildiigii agiklanmistir (Ekinci,
2019; Bulgulu, 2019). Yumurtaliklar1 alinmis disi siganlarda olusan oksidatif hasar {izerinde
LBP’nin etkisinin aragtirildigi bir ¢alismada LBP’nin ROS seviyesini azalttigi ve katalaz
aktivitesini arttirdig1 bildirilmistir (Yu vd., 2019). LBP’nin vy 1sinlamasinin neden oldugu sican
karaciger hasarindaki etkisinin arastirildig1 calismada katalaz aktivitesini ciddi oranda arttirdigi
belirtilmistir (Li  vd., 2007). LB’un metabolik sendromlu hastalar (obez-yiiksek tansiyon)
iizerindeki etkilerinin arastirildigl ¢aligmada kanda MDA diizeyini azalttig1, katalaz aktivitesini
arttirdig1 belirlenmistir (Zanchet vd., 2017). insan karaciger karsinoma HepG2 hiicre hattinda H,O,
ile olusturulan hasar lizerinde LB’un yaprak etanol ekstraktinin etkilerinin arastirildigi ¢alismada,
LB yaprak ekstraktinin ROS diizeyini azalttig1 ve katalaz aktivitesini arttirdig belirtilmistir (Kim
vd., 2019). Fareler tlizerinde metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) ile olusturulan
parkinson hastaligit modelinde LBP’nin davranigsal eksiklikler iizerindeki etkisinin arastirildig
caligmada, LBP’nin hafiza iizerinde olumlu etkilerinin oldugu, katalaz aktivitesinde ciddi oranda
artisin oldugu belirlenmistir (Wang vd., 2018). Sicanlarda alkol ile olusturulan karaciger hasarina
kars1 LB etkisinin arastirildigi calisma sonucuna gére LB’un oksidatif stresi inhibe ettigi, karaciger
hasarimi azalttigi, GSH diizeyini ve katalaz aktivitesini arttirdigi, MDA diizeyini ise azalttig1
belirtilmistir (Yan vd., 2019).

Mevcut calismamizda katalaz aktivitesi en diisiik olan DSS grubudur, DSS grubuna kiyasla
LB+DSS grubunda onemli bir artis oldugu gézlemlenmistir. Calismamizda elde ettigimiz bu
sonuca gore LB’ un katalaz aktivitesinin artmasina yardimci olarak, dokuda olusan hasar karsisinda
dokuyu koruyabilecegini ifade edebiliriz.

Patoloji ‘Pathes’ teriminden tiiretilen, eski Yunanca da hastalik olarak adlandirilan, olusan
hastaliklarin bilimsel yontemler ile incelenmesi olarak tamimlanmaktadir. Patoloji anotomi-
fizyolojk bilgiler 15181nda, problemli dokularin mikroskop yardimiyla goriiniisteki anormallikler ile
hastaligin kolay agiklanmasimi saglamaktadir. Patolojik incelemeler sonucunda hastaligin tanisi
veya tedavisi konusunda yardimei olmaktadir. Giinlimiizde birgok hastaligin kesin tanisi igin
patolojik incelemeler zorunlu ve gereklidir. Patologlar morfolojik degerlendirmenin disinda
kalitatif ve Kkantitatif incelemelerde gergeklestirebilir, bu degerlendirmeler arasinda
immiinohistokimyasal patolojide bulunmaktadir. Immiinohistokimyasal patoloji; immiinolojik
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reaksiyonlardan yararlanilarak, kromojenik ya da floresan maddeler yardimi ile doku kesitlerinde
bulunan hastalikli etmenlerin isaretlenerek belirlenmesi olarak tanimlanmaktadir (Urer, 2020; Kurt
vd., 2021).

Mevcut calismamizda histopatolojik sonuclar incelendiginde kontrol ve LB grubunun
histolojik goriintiisiiniin saglikli-normal oldugunu, DSS grubunda iilserli kolon mukozay1 ve olusan
kript distorsiyonu, LB+DSS grubunda ise ylizey epitelinin bulundugunu ve inflamatuar hiicrelerin
ise seyreldigi gézlemlenmistir. Caligmamizda elde ettigimiz bu sonuca gore LB un iilseratif kolit
hastaligini engellemede etkili oldugunu ifade edebiliriz.

‘Deneysel Ulseratif Kolit Modelinde, Lycium barbarum’un (Goji Berry) Apoptozis ve
Otofajideki Rolii’ baglikli ¢alisma konumuz, gergeklestirdigimiz literatiir taramalar1 sonucunda
daha once hi¢ ¢alisilmadigini ve tez konumuzun 6zgiin oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir. Lycium
barbarum’un iilseratif koliti dnleyici etkisinin oldugu belirlenmistir. Genel olarak elde ettigimiz
bulgular iilseratif kolit modelinde LB’un Beclin 1, TIGAR ve p53 proteinlerin sinyal yolaklarimi
aktiflestirerek, apoptozis ve otofajiye sebebiyet verdigi goézlemlenmistir. Calismamizda MDA
diizeyinde ciddi oranda azalma, GSH diizeyi ve katalaz aktivitesinde ise 6nemli bir artisin oldugu
belirlenmistir. Histopatolojik analiz sonucunda ise LB+DSS grubunda iilseratif kolit olusmadigi
gozlemlenmistir. Bu tez ¢alismasinda elde edilen analiz sonuglari dogrultusunda LB’un DSS
kimyasali ile olusturulan iilseratif kolit hastaligina kars1 kolon dokusunda koruyucu bir etkiye sahip
oldugu tespit edilmistir.
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