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Sicanda Hidroklorik Asit/Etanol ile Indiiklenen Mide Ulserinde 1,25 Dihidroksi
Vitamin D3’iin EtKisi

Ogrencinin Adi: Hasan Hiiseyin Sahin
Damismani: Prof. Dr. inci Alican
Anabilim Dali: Fizyoloji Anabilim Dal1

1. OZET

Amag: Caligmamizin amact si¢anlarda hidroklorik asit (HCl)/etanol ile olusturulan
gastrik {ilser modelinde vitamin D3’{in koruyucu etkisini arastirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda her iki cinsiyetten Sprague-Dawley si¢anlara
(250-300g) 24 saat aglik sonrasi gavajla 0,2 ml asidifiye edilmis etanol soliisyonu
(0,3 M HCl1/%60 etanol) uygulanarak gastrik hasar olusturuldu. Kontrol grubuna ise,
gavajla 0.2 ml fizyolojik tuzlu su verildi. Ulser gruplarina 14 giin boyunca tek basina
1,25 dihidroksi vitamin D3 (0,25 pg/kg, intraperitoneal) ya da vitamin D3 ile birlikte
L-NAME (20 mg/kg; intraperitoneal), N-etilmaleimid (NEM; 10 mg/kg;
intraperitoneal), glibenklamid (10 mg/kg; oral) veya indometazin (10 mg/kg,
subkutan) uygulandi. Makroskopik ve mikroskopik analizler sonrasinda oksidan ve
anti-oksidan parametreler, serumda IL-1B ve IL-10 diizeyleri, doku 6rneklerinden
NF-xB immiinhistokimya boyamada H skoru degerlendirmesi ve Tunnel yontemi ile
apoptotic indeks degerlendirmesi bakilan parametreler arasindaydi.

Bulgular: Tedavisiz iilser grubunda makroskopik iilser indeksi vitamin D tedavisi ile
azaltildi (p<0,05) ve bu etki L-NAME varliginda daha belirginlesirken (p<0,01);
Indo varhiginda ortadan kalkt: (p<0,01). Ulser grubu, kontrole gore artmis gastrik
malondialdehit (MDA) (p<0,001), azalmis glutatyon (p<0,05) ve artmis
miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi (p<0,001) gosterdi. Bu degisiklikler vitamin D
ile baskilandi (sirasi ile, p<0,001, p<0,01 ve p<0,001). Vitamin D 6n tedavisi tlser
grubunda artmis olan NF-«kB immiinhistokimya boyamada H skoru degerini ve
apoptotic indeks (%) degerlerini anlamli derecede azalttig1 gozlendi.

Sonug¢: Vitamin D3’lin mide iilserinde koruyucu etkisi etanol indiiklii inflamatuvar
reaksiyon, oksidatif stres ve hiicresel apoptoz diizeylerini azaltici etkisiyle
iliskilendirilebilir.

Anahtar kelimeler: Vitamin D3, gastrik {ilser, inflamasyon, sigan, etanol
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Effect of 1,25 Dihydroxyvitamin D3 on HCI/Ethanol Induced Gastric Injury In
Rats

Student’s Name: Hasan Hiiseyin Sahin

Supervisor: Prof. Dr. Inci Alican
Department: Department of Physiology

2. ABSTRACT

Objective: The aim of the present study was to determine if vitamin D3 has a
protective effect against tissue injury in a rat model of HCl/ethanol-induced gastric
ulcer.

Materials and Methods: Sprague-Dawley rats of both sexes (250-300 g) were fasted
for 24 hours. A gastric injury was induced by acidified ethanol solution (0,3 M
HCI/60% ethanol) per os (0,2 ml). Control group received saline (0,2 ml, per 0s).
Ulcer groups were treated with 1,25 dihydroxyvitamin D3 (VitD; 0,25 pg/kg;
intraperitoneally) for 14 days alone or along with L-NAME (20 mg/kg;
intraperitoneally), N-ethylmaleimide (NEM; 10 mg/kg; intraperitoneally),
glibenclamide (10 mg/kg; orally) or indomethacin (10 mg/kg; subcutaneously). After
macroscopically and microscopically examination of stomachs, oxidant and anti-
oxidant parameters, serum IL-1f and IL-10 levels, H scores from NF-«B
immunostaining and apoptotic index by Tunnel method were measured.

Results: Gastric macroscopic lesion score of the untreated ulcer group was decreased
by pretreatment with VitD (p<0,05) and this effect was augmented by L-NAME
(p<0,01) and attenuated by Indo (p<0,01) given along with VitD. Ulcer group
revealed increased gastric malondialdehyde (MDA) (p<0,001), reduced endogenous
antioxidant glutathione (GSH) levels (p<0,05) and increased myeloperoxidase
(MPO) activity (p<0,001) in comparison to control. The changes in these parameters
were effectively suppressed by VitD (p<0,001, p<0,01 and p<0,001; respectively). H
score evaluations in NF-kB immunostaining and apoptotic index values (%) which
were increased in ulcer group, effectively decreased by pretreatment with VitD.
Conclusion: The mechanism of this protective role of VitD on gastric ulcer can be
associated with reducing effect of VitD on ethanol induced inflammation, oxidative
stress and cellular apoptosis levels.

Key words: Vitamin D3, gastric ulcer, inflammation, rat, ethanol.
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3. GIRIS VE AMAC

Gastrik iilser toplumda ¢ok yaygin olarak goriilen, kronik bir hastaliktir. Tedavisinin
ve Onlenmesinin saglanmasi adma bircok deneysel ve klinik calismalar
yapilmaktadir. Medikal tedavinin yetersiz kaldigi durumlarda cerrahi segeneklere
ulasabilen sonuglar dogurmaktadir. Ulkelerin ekonomisine énemli dl¢iide yiik getiren
bir hastalik tiirtidiir. Tedavi masraflarinin yani sira ciddi is giicii kaybina neden
olabilmekte ve ¢ok sayida hastane bagvurusuna neden olmaktadir.

Mide mukozasi normal kosullarda asit-peptik aktiviteden etkilenmez. Ancak
kronik hastalik, sok, travma ve cesitli organ yetmezligi gibi fiziksel ve stres
durumlarinda gastroduodenal mukozada kendi kendini sindirme gelisebilmektedir.
Boyle durumlarda yiizeysel erozyon veya muskularis mukozayi igine alan iilserler
goriilmektedir. Midede hidroklorik asit (HCI), safra reflisti, g¢esitli igerik ve
sicaklikta yiyecekler, mikroorganizmalar, alkol ve nonsteroidal anti-inflamatuvar
ilaglar gibi luminal icerigi hasarlayici ajanlara karsi ¢ok sayida gastroduodenal
savunma mekanizmalari mevcuttur. Bunlar miikiis-bikarbonat bariyeri, yiizey epitel
hiicreleri, mukozanin yenilenmesi, kan akimi, asit-baz dengesi, endojen siilfidriller
ve epidermal biiyiime faktorii gibi faktorlerdir (Miller, 1987; De Luca ve Cantorna,
2001; Mathieu ve Adorini, 2002). Gastrik mukozal kan akimimin gastrik mukozal
hasara karst oOnemli bir faktdor oldugu ve lokal saliverilen prostaglandinler,
noropeptidler ve nitrik oksit (NO) gibi vazodilatator mediyatorlerin mukozal direnci

saglamada 6nemli etkilerinin oldugu ileri siirtilmistiir (Whittle, 1992).

Gastrik tilser ve duodenal iilser, gastroduodenal mukozayi etkileyen saldirgan ve
koruyucu faktorler arasindaki dengesizligin bir sonucu olarak meydana gelmektedir
(Feldman ve ark., 2002; Hooderwerf ve Pasricha, 2006). Daha 6nce yapilan bazi
caligmalarda radikal oksijen tiirevleri ve sSerbest radikallerin gastrik {ilser
patofizyolojisinde rol oynadigi gosterilmistir (Bandyopadhyay, 2002). Bunlarin
disinda bazi endojen faktorler olan NO ve siilfidril gruplarin iilser patogenezinde yer
aldig1 gosterilmistir (Tsukimi ve ark., 2001). Mide mukozasinda prostaglandinlerin

ve ATP duyarli potasyum kanallarinin ac¢ilmasmin bikarbonat ve miikiis

13



sekresyonunu uyardigi, mukozal kan akimini saglayip asit sekresyonunu onledigi

bildirilmistir (Rainsford, 1978; Garcia ve ark., 1997).

Akut gastrik iilser modeli olarak bilinmekte olan asidifiye etanol uygulamasi
sigan midesinde nekrotik lezyonlar olusturulabilmektedir. Etanol uygulamasi direk
toksik etkileri indiiklemekte, miikiis ve bikarbonat salinimini azaltmakta ve damar
duvar1 kan akimim diisiirmektedir (Mincis ve ark., 1995; Samonia ve ark., 2004). Ek
olarak lipid peroksidasyonunu arttirmakta, reaktif oksijen tiirevlerini ¢ogaltmakta,
antioksidan sistem aktivitesini azaltmakta, permeabilite degisikliklerine yol agmakta
ve mitokondri membrant depolarizasyonunu degistirerek  hiicreyi  6liime
stiriiklemektedir (Repetto ve Llesuy, 1995; Oliveira ve Da Silva, 2012). HCI ise,
gastrik lezyon olusumunu hizlandirmakta ve mukozal korumay1 azaltmaktadir (Sun

ve ark., 1991).

Daha onceki calismalarda gosterildigi tizere, etanol gastrik mukozada protein
olmayan siilfidril gruplarim1 ve katalaz seviyelerini azaltmaktadir. Bu siilfidril
gruplart mukoza alt iiniteleri arasinda disiilfit baglar1 olusturarak ayrigmalarim
onlemektedirler. Katalaz da bilindigi lizere reaktif oksijen tiirlerinin birikimini
onlemektedir (Halliwell, 1990; Avila ve ark., 1996; Pongpriyadacha ve ark., 2003)

Prostaglandin E ve 1 gastrointestinal sistem boyunca Ozellikle gastrik ve
duodenal mukozadan iiretilir. Prostaglandinler vagal ve hormonal uyarilar ile mide
ve bagirsak liimeni igine serbestlenirler ve mukozal biitiinliigiin saglanmasinda,
mukozal kan akisinin kontroliinde ve potansiyel zararli ajanlara kars1 korumada rol
oynarlar. Ulserli hastalarmn gastrik mukozasi, az miktarda prostaglandin E ve 1
tretilmesine meyillidir. Bu da koruyucu prostaglandin eksikliginin peptik ilser
patogenezinde rol oynadigini desteklemektedir. Non stereoidal anti-inflamatuvar
ilaclar (NSAID) ile mukozal prostaglandin tiretiminin baskilanmasi, mukozal hasara
neden olur ve peptik iilser olusma veya var olan peptik iilserin siddetlenmesi riskini
arttirir. Ekzojen uygulanan prostaglandin E ve onun stabil analoglar1 gastrik ve
duedonal iilser tedavisinde koruyucu etki gostermektedir. Sonuclar, bu ajanlarin {ilser
iyilegsme oranini belirgin bir diizeyde arttirdigini ortaya koymaktadir. Baz1 anti-iilser
ilaglari, Ttlser iyilesmesi tizerindeki yararli etkilerini, endojen prostaglandin

salinimini diizenleyerek gostermektedir (Chodick ve ark., 2010).
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NO, mukoza ve gastrik epitelin biitiinliigiiniin korunmasina yardimeci olmaktadir.
Farelerin gastrik mukozal hiicreleri lizerinde yapilan bir ¢alismada, NO’nun doza
bagh bir sekilde miikiis sekresyonunu uyardigi ve bu uyarinin Siklik guanil siklaz
(cGMP) kaskat1 ile baglantili oldugu ortaya konulmustur (Konturek, 1985). NO
potent bir vasodilatordiir ve gastrik kan akimini diizenler. Sicanlar iizerindeki
deneyler, NO sentaz inhibitérii olan NG-monometil-L-arjinin’in (L-NMMA)
sistemik kan basincini artirdigini ve istirahat gastrik mukoza kan akimini azalttigin
ortaya koymustur (Brown ve ark.,1993). Ekzojen verilen NO, mukozal kan akimini
diizenleyerek ve lokosit-endotel hiicre etkilesimini inhibe ederek sicanlarda
indometazin ile indiiklenen gastrik mukozal hasardan korumaya yardimci olmaktadir
(Pique ve ark.,1989). Yapilan baska bir arastirmada, indometazin ile indiiklenen
peptik tlserin iyilesmesinde, NO’nun modiilator etkisi, NO onciilii nitrogliserin, L-
arjinin ve NO sentaz (NOS) enziminin kompetitif inhibitori L-NAME kullanilarak
degerlendirilmis ve L-arjinin ve nitrogliserin’in indometazin ile indiiklenen iilseri
neredeyse tamamen iyilestirdigi, nitro L-arjinin metil ester’in (L-NAME) ise

mukozal hasari daha da alevlendirdigi bulunmustur (Calatayud ve ark., 1999).

1,25 dihidroksi vitamin D3 bobreklerde onciil formu olan 25-hidroksi-vitamin
D3’den sentezlenmektedir (Sakaki ve ark., 2005). Kemik sagligi ve mineral
yogunlugu agisindan ¢ok onemli bir role sahiptir. Bilinen etkilerinin disinda vitamin
D immiin sistemde i¢in de gereklidir. Vitamin D’nin T hiicreleri, interferonlar,
interlokinler ve sitokinler gibi immiin sistemin ¢ogu ara elemanina olan etkileri daha
once gosterilmistir (Hewison, 2012). Daha once yapilan ¢alismalarda, vitamin D
eksikligiyle inflamatuvar bagirsak hastalig1 arasinda iliski oldugu ortaya konulmustur
(Wu ve Sun, 2011). Trinitrobenzen siilfonik asit ile indiiklenen kronik Kkolit
modelinde vitamin D analoglartyla inflamasyonda azalma oldugu gozlenmistir. Bu
azalma mikroskopik ve makroskopik diizeylerde diizelme, kilo alim1 ve kolite 6zgii
immiinolojik parametrelerde diizelme ile anlasilabilmistir (Daniel ve ark., 2008).
Benzer sekilde, dekstran sodyum siilfat ile indiiklenen kolit modelinde D vitamini
eksikligi olan farelerde inflamatuvar sitokinlerin mRNA ekspresyonlarinin D vitamin

miktarlar1 yeterli diizeyde olanlara kiyasla daha fazla oldugu goriilmiistiir (Lagishetty
ve ark., 2010).
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Yukaridaki bilgilerin 15181 altinda bu tez ¢alismasinda, siganlarda olusturulan
mide tlserine 1,25-dihidroksi-vitamin D3’lin etkilerini ve bu etkilerin olas1
mekanizmalarini1 arastirmak amaclanmistir. Calismada hidroklorik asit/etanol ile
mide ilseri olusturulan sigcanlarda 1,25-dihidroksi-vitamin D3 tedavisinin mide
dokusundaki etkileri oksidan-antioksidan parametreler, apoptoz ve histopatolojik
degerlendirme parametreleri ile gosterilmistir. Buna ek olarak, bu deneysel modelde
D vitamininin etki mekanizmasinin prostaglandinler, NO, ATP duyarli K* kanallar1
ve protein olmayan siilfidril gruplar1 gibi yollar {izerinden olup olmadigini gostererek

literatiire ve klinik uygulamalara katki saglamak amaglanmistir.
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4. GENEL BILGILER

4.1 Peptik Ulser

Histopatolojik olarak, sadece mukozay1 tutan ¢apt 5 mm’den kiigiik, derinligi 1
mm’den kiiglik yiizeyel lezyon erozyon olarak tanimlanmakta, lezyonun muskularis
mukozay1 asarak submukoza veya muskularis propria tabakasini da icerecek sekilde
ilerlemesiyle iilser olusmaktadir. Ulser yiizeyel fibrin ve eksiida, fibrinoid nekroz,

graniilasyon dokusu ve fibrozis olmak iizere dort ayr1 bileseni icermektedir.

Peptik iilser peptik siviya maruz kalmis (asit-pepsin) bolgelerde olusan iilserleri
tamimlamaktadir (Scott ve Keneth, 2007). Peptik iilser en sik duodenum ve midede
goriilmektedir. Ayrica 6zofagus alt ucu, jejunum, mide cerrahisi sonrasi anastomoz
yerinde veya nadiren heterotropik mide mukozasi igeren herhangi bir yerde de
gortilebilir (Spechler, 2002). Duodenumdaki peptik iilserlerin %95’i bulbustadir ve
%90’1 proksimal 3 cm dahilinde bulunur. Cap1 ¢ogu zaman 1 cm’den kiigiiktiir,
bazen 3-6 cm arasinda dev {ilserler gézlenebilir. Mide tlserleri ise proksimal veya
distal yerlesimli olabilirler (Soll, 1998).

4.1.1 Gastrik Ulser’in Tanimi

Midenin mukozal yilizeyinin inflamasyonu, irritasyonu veya erozyonu gastrit olarak
nitelendirilir ve hafif asemptomatik formundan agir tilseratif forma kadar degiskenlik
gosterebilir (Webster-Gandy, 2012). Bu iilser durumu midenin mukozal yiizeyi
tizerinde gergeklestigi zaman gastrik iilser olarak adlandirilir. Gastrik iilser midenin
icinde gelisir; diinya c¢apinda bir¢ok kisiyi etkiler ve mukozadan muskularis
mukozaya penetrasyonu temsil eder. Mide iilserleri kanama ve perforasyon gibi
birgok komplikasyona dolayisiyla ciddi morbidite ve mortalitaye neden
olabilmektedir (Ramakrishnan ve Salinas, 2007). Bu iilser tipinin olusmasindaki ana
mekanizma liimendeki saldirgan faktorler ile koruyucu faktorler arasindaki dengenin

bozulmasidir (Li ve ark., 2014). Ayrica iilserin ortaya ¢ikmasina neden olan en
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onemli iki etken olarak Helicobacter pylori enfeksiyonu ve nonsteroidal anti-
inflamatuvar ilaglar (NSAIQ) gosterilebilir (Ji ve ark., 2012).

4.1.2 Gastrik Ulser’in Epidemiyolojisi

Amerika Birlesik Devletleri’'nde her yil yaklasik 500.000 kiside mide iilseri
olusmaktadir. Hastaligin yillik olusturdugu dogrudan ve dolayli saglik bakim
masraflart 10 milyar dolar1 bulmaktadir. Hastalarin yaklasik %70’inde hastalik 25 ile
64 yas grubu arasinda gozlenmektedir (Sonnenberg ve Everhart, 1996). Bir kisinin
yasami boyunca mide ilseri olma ihtimali yaklasik olarak %10’dur (Snowden,
2008). Helicobacter pylori enfeksiyonu ile mide tlseri arasindaki iliski Avustralyali
iki bilim adami Robin Warren and Barry J. Marshall tarafindan 1982 yilinda
bildirilmistir ve fizyoloji alaninda Nobel ddiiliine layik goriilmiislerdir (Marshall,
1983). Bat1 iilkelerinde Helicobacter pylori ile enfekte kisi sayisi yas gruplariyla
kabaca orantilidir (20 yas i¢in %20, 40 yas i¢in %40 vb.). Uciincii diinya iilkelerinde
prevelans toplam popiilasyon i¢in %70’lerde seyrederken; gelismis iilkelerde bu oran
maksimum %40 civarmdadir (Brown, 2000). Diinya Saglik Orgiitii 2004 verilerine
bakildiginda diinya genelinde Afrika’nin bat1 yarisi ile Asya’nin giiney bdlgesinde

daha fazla mide iilseri oranlarina rastlanmaktadir (Resim 1).

18


https://en.wikipedia.org/wiki/Robin_Warren
https://en.wikipedia.org/wiki/Barry_Marshall

Resim 1 : Farkh Ulkelerde Mide Ulseri Oranlar:

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 2004 verilerine gore iilkeler arasi her 100.000 niifus
icin mide iilseri oranlar1 (World Health Organisation, 2009).

[ veri yok []20 den az []20-40 [] 40-60 []60-80 []80-100 [] 100-120

[] 120-140 [] 140-160 [] 160-180 [] 180-200 ] 200-220 J| 220den fazla

Kaynak: Diinya Saghk Orgiitii'niin 2009 yilinda yaymladign “Death and DALY

2004” verilerinden uyarlanmistir.

4.1.3 Gastrik Ulserin Nedenleri

Mide iilserinin en sik nedenleri arasinda Helicobacter pylori enfeksiyonu (%48) ve
steroid olmayan anti-inflamatuvar ilaclar (NSAIl) (%24) bulunmaktadir. Bunlarin
disinda baz1 enfeksiyonlar (sitomegaloviriis, tiiberkiiloz vb. ) ile eslik eden morbid
hastaliklar (siroz, kronik bobrek yetmezligi, Crohn Hastali§i, sarkoidoz vb.) mide
tilseriyle birlikte goriilebilmektedirler (Kurata ve Nogawa, 1997). Normal midede
asit ve pepsinin (saldirgan faktorler) zararl etkisi ile, koruyucu faktorler (miikds,
bikarbonat sekresyonu, mide epitel hiicrelerinin biitliinliigli, yenilenmesi ve
kanlanmasi1) arasinda denge vardir. Bu denge saldirgan faktorler Ilehine

bozuldugunda iilser olusur (Li ve ark., 2014).
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Mukozay1 koruyan faktorler arasinda epitel hiicrelerin yenilenmesi, biitinligii ve
kanlanmasinda prostoglandinler; ayrica bikarbonat ve miikiis sekresyonu gibi
etkenler 6nem tasirlar. Aspirin veya ibuprofen gibi NSAil’lerin kullanimi ile endojen
prostaglandin sentezi inhibe olur. Bu durum da mukozal dokuda dengenin
bozulmasina ve iilser olusumu igin ortam hazirligina neden olur (Soll ve Isenberg,
2000).

Ulser olusmasinda mide sivismin peptik aktivitesinin ve asidik olusunun rolii
biiyiiktiir. Bu sebeple {ilsere neden olan kolaylastirici faktorler arasnda asit
oranindaki artis sayilabilir. Hastaliklar veya agir yanik vakalarindaki gibi stres
faktorii, Zollinger Ellison sendromu veya mastositoz gibi durumlar {ilser olusumunda
artmig asit sekresyonunun primer roliinii gosteren hastaliklara 6rnek verilebilir. Bu
durumlar diginda mide kanseri ya da lenfoma gibi bazi malign hastaliklar,
kemoterapotik ajanlar gibi bazi ilaglar, bifosfonatlar ve steroidler iilser olusumuna

neden olabilmektedir (Kurata ve Nogawa, 1997).

4.1.4 Gastrik Ulser Gelismesinde Risk Faktorleri

Gastrik iilser olusumunda ailesel kalitim ve genetik 6nemli risk faktorleri arasindadir.
Yapilmis ¢aligmalarda gastrik {ilseri olan bireylerin ailelerinde gastrik (iilser
prevelansi {i¢ kat daha fazla olarak goriilmiistiir (Rotter, 1983). Hiperpepsinojenemi
ayrica otozomal dominant gecis gosteren ve iilsere egilim olusturan bir durum olarak
bilinir (Mertz ve ark., 2000). interlokin IL-1B’nin sitoprotektif dzellikler tasimasina
ragmen gen seviyesinde olabilecek degisiklikler sonrasinda mide dokusunda iilser
olusumuna sebep olabilecegi bildirilmistir (Robert ve ark., 1991). Benzer sekilde
siklooksijenaz (COX) 1 veya prostaglandin yolunda olusan genetik degisiklikler

tilsere egilim olusturabilir (Arisawa ve ark., 2007).

Sigara igiciligi mide tlseri olusumunu kolaylastiran faktorlerden biri olarak
goriilebilir. Sigara gastroduodenal mukoza igin zararhidir ve Helicobacter pylori
infiltrasyonu sigara icenlerin mide dokularinda daha yogun olarak bulunmustur
(Koivisto ve ark., 2008). Sigara ayrica pankreastan bikarbonat salimimimi da

azaltmaktadir (Friedman ve Peterson, 1998).
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Yiiksek miktarda alkol alim1 gastrik mukozal bariyere zarar vererek akut gastrik
mukozal lezyonlar olusturabilmektedir. Ayrica alkol alimi asit sekresyonunu da

artirmaktadir (Peterson ve ark., 1986).

Bazi yiyecek ve igeceklerin dispepsi yaptigr bilinmektedir fakat {ilser
olusturduguna dair kesin veriler heniiz yoktur. Bazi gidalar mide iilserleri igin
koruyucu da olabilmektedir. Kirmiz1 act biberin mukozal adaptasyonu aktive ederek
hasara karsi koruyucu oldugunu gosteren calismalar oldugu gibi; esansiyel yag
asitlerinin diyette eksikliginin {lser olusumunda kolaylastirict faktor oldugunu
gosteren ¢aligmalar da mevcuttur (Kang ve ark., 1995). Ayrica meyve ve sebzeler,
lifli gidalar ve vitamin A’dan zengin besinlerin ilserden koruyucu oldugu
belirtilmistir (Hollander ve Tarnawski, 1986). Kahve asit sekresyonu igin gii¢lii bir
uyaran olsa da dispepsi ve reflii olusturmasina ragmen dogrudan mide iilserine yol

actigini bildiren ¢alisma bulunmamaktadir.

Stres ile tilser arasindaki iliskiyi sorgulayan bir¢cok ¢alisma yapilmis olmasina
ragmen birbirini tutmayan sonuclar elde edilmistir. Bunun nedeni iilser

patogenezinin ¢ok faktorlii olusu ve stresin de dl¢lilmesi zor bir etken olmasidir.

Ulser olusumundaki risk faktorler arasinda ayrica iilserin bilyiikliigii gibi
karakteristik ozellikleri ve kisinin yasam sekli, yasi, kronik hastaliklari, aligkanliklar

gibi 6zellikleri de sayilabilir.

4.1.5 Gastrik Ulserin Patogenezi

Normal midede asit ve pepsinin (agresif faktorler) zararli etkisi ile, koruyucu
faktorler (miikiis, bikarbonat sekresyonu, mide epitel hiicrelerinin biitiinligd,
yenilenmesi ve kanlanmasi) arasinda denge vardir. Bu denge agresif faktorler lehine
bozuldugunda iilser gelisir. Kisacasi iilserin ortaya ¢ikmasinda temel patogenez,
gastroduodenal mukozanin biitlinliigiinlin, agresif ve koruyucu/onaricit faktorler
arasindaki dengenin degismesine bagli olarak bozulmasi durumudur. Koruyucu

faktorlerin azalmasi mide iilserinde daha 6n plana ¢ikarken; agresif faktorlerin
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artmasi1 duodenal iilser gelisiminde daha etkilidir (Soll, 1998; Friedman ve Peterson,
1998; Soll ve Isenberg, 2000).

Gastrik {iilser mide sivisi tarafindan gergeklestirilen sindirim islevi sonrasinda
mide mukozasinin hasar gdrmesiyle olusmus alan olarak tarif edilebilir. Ulser
olusumu sirasinda mide sivist salgi oranmi ile gastroduodenal mukoza bariyeri ve
salgilanan sivilar ile mide asidinin nétralizasyonuyla saglanan koruma arasindaki
denge kaybolmustur. Normal sartlarda mide sivisiyla karsilasan tiim alanlar mukdis
bezleri tarafindan desteklenir. Bu bezler arasinda; alt 6zofagustaki birlesik miikiis
bezleri, gastrik bezlerde boyun miikiis hiicreleri, mideyi saran miikiis hiicreleri, derin
pilor bezleri ve duodenum iist kisimlardaki alkalen sivi salgilayan Brunner bezleri
sayilabilir (Guyton ve Hall, 2013). Gastrik {ilserin olusmasii engellemek adina

koruyucu mekanizmalar ve onarict mekanizmalar bulunmaktadir;

Koruyucu Mekanizmalar:

1. Epitel oncesi mekanizma: Duodenum ve mideyi saran epitel hiicrelerinden
ortama salgilanan onleyici miikiis tabakasi, limenden mukozaya dogru asit ve
pepsinin gegmesini engeller. Yapilmis ¢alismalarda ilser varliginda miikiisiin
heterojen ve zayif bir yapida oldugu gosterilmistir. NSAIl’ler miikiis
sentezini azaltmakta, Helicobacter pylori ise proteaz enzimleri sayesinde
miikiis yikimina neden olmaktadir. Epitel hiicrelerinden salgilanan bikarbonat
ise, pH gradyenti yaratarak mukoza tabakasinin liiminal yiizeyinde asidik ve
alttaki epitele bakan yiizeyde nétral ortamin olusmasimi saglar. NSAII’ler ve

Helicobacter pylori bikarbonat sekresyonunu da azaltmaktadir.

2. Epitelyal mekanizma:

a. Apikal bariyer: Mide mukoza hiicrelerinin 6zellesmis apikal yiizey
membrani, asidin geri diflizyonuna direnglidir. Ayrica, hiicreler siki
bilesenlerle birbirine tutunarak asit gecisini onlerler.

b. Difiizyonla giren H+ iyonlarimin disar1 atilmasi: Epitel hiicrelerinin

bazolateral membranindaki fazla H* iyonlarmi hiicre disina atan
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3.

tastyici sistemler 6zellikle mukozal kan akiminda azalma durumunda
bozulmaktadir.

c. Epitelin antioksidan o6zellikleri: Akut inflamasyonda marjinasyona
ugramis lokositler ve doku makrofajlar1 serbest oksijen radikalleri
serbestlerler. Epitelin bu maddelere bagli hasar1 engelleyen hiicre

koruyucu 6zelligi mevcuttur.

Epitel sonras1 mekanizma: Yiizey epitelinin altinda yer alan kapiller ag,
epiteli asan maddeleri hizla ortamdan uzaklastirirken, aynit zamanda dokulara
oksijen ve besin maddeleri saglar. Mukozal kan akiminda azalma

kroniklesme siirecine bu sebeple katkida bulunur.

Onaric1 Mekanizmalar:

1.

2.

3.

Epitel hiicre gogii: Epitel hiicre hasar1 olustugu zaman devreye giren onarici
mekanizmalarin ilki epitel hiicre gogiidiir. Etraftaki saglam epitel hiicreleri
dakikalar gibi kisa bir siirede bazal membran {izerinden kayarak bosluk olan
bolgeye goc ederler ve birbirleriyle siki bileskeler olusturarak epitel
biitiinligiini yeniden meydana getirirler.

Hiicre replikasyonu: Hiicre gdciinii takiben hiicrelerin yerine yeni epitel
hiicreleri hizla rejenere olurlar (2-4 giin).

Yara iyilesmesi: Hiicre gogii ve epitel hiicre replikasyonu i¢in saglam bir
bazal membran gereklidir. Koruyucu mekanizmalar hiicre yikimiyla bas
edemeyince, bazal membranda da yikim olusur. Bu tip lezyonlar sik olarak
gelisir ve hizla yenilenir. Mukozal yara iyilesmesi klasik yara iyilesmesine
benzer ve fibrinoid nekroz, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, hiicresel
debrisin  rezorpsiyonu, yeni damar olusumu, ekstraseliiler matriks
rejenerasyonu, epitel hiicre gogii ve doku remodelingi asamalarini igerir.
Mukozal lezyonlarin, kronik {ilsere doniismesi ancak bu asamalar bozulursa

gerceklesir (Friedman ve Marvin, 2006; T6ziin ve Simsek, 2007).
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Bunlarin disinda bir de gastrik mukozanin sindirilmesini engelleyen
mekanizmalar mevcuttur (Quan ve Talley, 2002; Ozden, 2004; Robbins ve ark.,
2007). Bunlar arasinda;

a. Yiizey epiteli hiicrelerinden miikiis salgilanmasi,

b. Dengelenmis bir yiizey mikrogevresi yaratmak amaciyla, yiizeydeki
miikiis i¢erisine bikarbonat salgilanmasi,

C. Gastrik yariklardan salgilanan asit ve pepsin igeren sivinin yiizey
mukus tabakasindan gegerken yiizey epitel hiicreleri ile direkt kontakt
halinde olmamasi,

d. Gastrik epitelin hizli rejenerasyonu,

e. Limenden mukoza igine geriye difiize olan hidrojen iyonlarim
bolgeden uzaklastiran ve yiiksek hiicresel metabolik ve rejeneratif
aktivitenin devamin saglayan giiclii kan akima,

f. Mukozal kan akimmin devamina yardimci olan prostagandinlerin

mukozadaki varligi sayilabilir.

4.1.5.1 Gastrik Ulser Patogenezinde Nitrik Oksit’in Rolii

Nitrik Oksit (NO) saglikli endotel hiicrelerden salinan ve vaskiiler tonus
diizenlenmesinde etkili bir medyatordiir. Endotel kaynakli gevsetici faktorlerin en
onemlisi olan NO, cesitli uyarilara yanit olarak salinan bir maddedir. Viicutta damar
endoteli diginda beyin, makrofaj, iiriner sistem gibi dokularda da izole edilmistir.
Sekil 1°de gosterildigi gibi nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi arjinin ve oksijenden;
inorganik nitratin indirgenmesi ile NO sentezler (Tiirk6z ve ark., 1997). NO sadece
kanda 6 saniyelik bir yar1 dmre sahiptir ve asil etkisini serbestlendigi dokuda

gosterir. (Guyton Hall 12. Baski sayfa 195).

NO endotel hiicrelerinden baska bircok hiicre tarafindan da sentezlenmekte olup
vaskiiler tonus regililasyonuna ek olarak ndronal asirim, immun yanit ve hiicresel
adezyonun diizenlenmesi gibi bir¢ok fizyolojik olayda da 6nemli rol oynamaktadir

(Atalik ve Dogan, 1997). NO lipofilik bir maddedir; bdylece vaskiiler endotelden
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kolayca diiz kas hiicrelerine gecer ve guanilat siklaz enzimine baglanir. Bu enzimin
aktiflegsmesiyle birlikte kas hiicrelerinde siklik guanozin monofosfat (cGMP) seviyesi
yiikselir ve kas hiicrelerinde gevsemeye; trombosit adezyon ve agregasyonun inhibe
olmasina sebebiyet verir (Moncada ve Higgs, 1993) (Sekil 1). NO vaskiiler tonusun
saglanmasina ek olarak trombosit aktivasyonunun engellenmesinde, endotele 16kosit
adezyonunun limitasyonunda ve kalp kas1 kontraktilitesinin diizenlenmesinde 6nemli
rol oynamaktadir. NO fibroblastlarda ve diiz kas hiicre kiiltiirlinde mitozu inhibe
ettigi gbézlenmistir. Bu sebeple yapilan c¢alismalarda NO yoksunlugunda
hipertansiyon, ateroskleroz ve diyabet gibi hastaliklarin daha hizli gelistigi
gozlenmistir (Busse ve Fleming, 1996) NO segici ve etkili bir sekilde pulmoner
vazodilatasyon saglamaktadir ( Kinsella ve Abman, 1993). Bunlarin disinda NO
sentezi beyinde belirli noronlarda gosterilmis ve bu molekiiliin norotransmitter
fonksiyonunun da olabilecegi disiinilmistir (Bredt ve Snyder, 1992).
Gastrointestinal sistemde noronlar ve pleksuslarda NOS enziminin bulunmasi
NO’nun bu bolgede gevsetici tonusa katki sagladigini gostermistir (Anggard, 1994).
Immun sistemle ilgili calismalara bakildiginda makrofajlarin kanser hiicrelerini
oldiirme kabiliyetleri gibi sitotoksik etkiler i¢in NO’ya ihtiya¢ duydugu
gosterilmistir. Akut ve kronik inflamasyonda NO’nun 6nemi biiyiiktiir. Makrofajlarin
inflamasyon alaninda fazla miktarda NO sentezleyip saliverdigi ve bu sekilde
enfektif organizmalar ve parazitler lizerinde oOldiiriicii etkilere aracilik ettigi
gosterilmistir (Edwards, 1995). Makrofajlarin spesifik sitokinlerle aktivasyonu,
NOS’un indiiksiyonu ve NO sentez edilmesine neden olmaktadir. Ozellikle bakteri
lipopolisakkaritleri ve interferon-y veya yiiksek konsantrasyonda lipopolisakkaritle
uyarilan makrofajlar yiiksek oranda NO {iretir ve yabanci hiicrelerde sitostatik veya

sitotoksik etki olustururlar (Candan ve ark., 1996 ).
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Sekil 1. NOS’un aktive edilmesi ve NO sentezi.

Kaynak: Moncada ve Higgs, 1993°den uyarlanmstir.

Aktivasyon olmayan durumlarda makrofajlarda NOS bulunmaz. L-Arjinin ve
NO yolagmin aktive edilmesi, saatlerce hatta giinlerce siiren NO sentezine neden
olabilir. Fakat fazla sentez edilmesi hiicreler igin zararli etkiler olusturabilir
(Lowenstein ve ark., 1994). NO bir¢ok patojen ve timdr hiicrelerinin ATP iireten
oksidatif fosforilasyonun, glikolizin ve TCA siklusunun demir igeren bazi
enzimlerini inhibe etmekte ve Sonug¢ olarak mikrobiyal ajanlari veya kanser
hiicrelerini yok etmektedir (Zhang ve Snyder, 1992; Taylor-Robinson ve ark., 1996).
NO yine hedef hiicrelerde DNA yapiminda hiz kisitlayici enzim olan ribontikleotid
rediiktaz1 bloke ederek sitotoksik etki olusturmaktadir (Kwon ve ark., 1991). NO
gastrik mukozanin biitiinliiglinin devaminda nd&ropeptit ve prostaglandinler ile
iligkilidir. NO sentezinin tek basina inhibisyonu iilser olusumuna neden olmamakla
birlikte indometazin gibi ajanlarin iilser yapmayan dozlarinin bile NO inhibisyonu ile
birlikte kombine edilmesi gastrik hasara neden olabilir. NO serbest radikal siipiiriicii
olarak rol oynar. Ancak yiiksek miktarda NO’nun vaskiiler sistemde sitotoksik etki
gosterebilecegi ve hemorajik olaylara neden olabilecegi ifade edilmektedir

(Calatayud ve ark., 2001). NO’nun mukozal hasar iizerine koruyucu etkisi, serbest
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radikal detoksifikasyonu, 10kosit adezyonunun oOnlenmesi ve mikrosirkiilasyon
hemodinamisini diizenlemesi ile ilgilidir. Vaskiiler endotelde nétrofil adezyonu ve
damar limeninden migrasyonu NO tarafindan inhibe edilmektedir (Kubes ve ark.,
1991). iNOS aktivitesinin intestinal inflamasyon tizerinde bir antiinflamatuvar etki
gosterdigi bilinmektedir (McCafferty ve ark., 1997). Bununla birlikte NO ve
stiperoksitlerin kimyasal reaksiyonu ile iretilen peroksinitritler gastrointestinal

mukozada bariyer disfonksiyonuna neden olmaktadir (Greenacre ve ark., 2001).

4.1.5.2 Gastrik Ulser Patogenezinde Potasyum Kanallarinin Rolii

Iyon kanallar1 hiicre fizyolojisinde onemli bir role sahiptir bu sebeple kanal
fonksiyonunda goriilen bir aksaklik hastaliklara neden olabilmektedir. Mide
mukozasinda adenozin trifosfat (ATP) duyarli potasyum kanallarinin agilmasinin
bikarbonat ve miikiis sekresyonunu uyardigi, mukozal kan akimini saglayip asit
sekresyonunu onledigi bildirilmistir (Rainsford, 1978; Garcia ve ark, 1997). ATP
bagimli potasyum kanallarinin midede kan akimi diizenlenmesi, asit sekresyonu ve
gastrik mukozanin kas kontraktilitesiyle iliskilidir (Toroudi ve ark., 1999). Benzer
sekilde yapilan bagka calismalarda potasyum kanallarinin katilmiyla gastrik
mukozal koruma modellerinden bahsedilmistir (Peskar ve ark., 2002; Gomes ve ark.,
2006). Literatiirde NO ve siklik guanozin monofosfatin potasyum kanal aktivasyonu
sagladig1 yoniinde calismalar oldugu gibi; potasyum kanallarinin prostaglandin
aracili etki gistererek gastrointestinal mukoza koruyucu rol oynadigini belirten
caligmalar mevcuttur (Archer ve ark., 1994; Thiemermann ve Zacharowski, 2000).
Sican gastrik mukozasinda indometazinin hasar verici etkisinin ATP bagiml
potasyum kanal inhibitérii glibenklamid ile daha da arttig1 bildirilmistir (Akar ve
ark., 1999). Baska bir calismada asidifiye etanol ile olusturulmus mukozal
hipereminin glibenklamid ile azaldigi gosterilmis ve bu durum gastrik mukoza
aferent sinir uglarindan salinan endojen kalsitonin gen iliskili peptidin vazodilator

etkisindeki azalmayla arteriyol seviyesinde iligkilendirilmistir (Iwata ve ark., 1997).
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4.1.5.3 Gastrik Ulser Patogenezinde Siilfidril Gruplarinin Rolii

Protein olmayan siilfidril gruplar1 gastrik mukoza biitiinliigiiniin saglanmasinda
onemli rol oynamaktadirlar. Ayn1 zamanda ortaya c¢ikan serbest radikalleri
baglayarak miikiisiin yapisin1 ve {retimini kontroliinde yardimci olmaktadirlar
(Andreo ve ark., 2006). Siilfidril gruplart mukoza alt tiniteleri arasinda distilfit
baglar1 olusturarak ayrismalarimi 6nlemektedirler (Tsukimi ve Okabe, 2001). Bu
birimler arasindaki baglarda ayrisma oldugu zaman miikiis daha ¢ozilebilir bir
yaptya doniiserek mukozanin hasara daha duyarli hale gelmesine neden olmaktadir
(Avila ve ark., 1996). Yapilmis bir ¢alismada ortamdaki siilfidril gruplarindaki artis
oksijen kaynakli serbest radikallerin temizlenmesiyle iliskilendirilmis ve bu da akut
gastrik mukozal hasarda iyilesmeyi uyarmaktadir (Whittle, 1989). Glavin ve
arkadaglarinin yaptiklar1 ¢aligmada protein olmayan siilfidril gruplarinin gastrik
dokudaki koruyucu etkisini kimyasal uyarili vaskiiler hasar1 azaltip; gastrik mukozal
kan akimini arttirip vaskiiler koruma saglayarak olusturdugu bildirilmistir (Glavin

ve ark., 1992).

4.1.5.4 Gastrik Ulser Patogenezinde Prostaglandinlerin Rolii

Prostaglandinler prostanoik asit tiirevidir. Prostanoik asit, 6zellikle insan ve diger
memelilerde arasidonik asitten olusur. Prostaglandin olusumunda kullanilan yag
asitlerinin baglica kaynagi hiicre zar1 fosfolipitleri, daha az olarak da diger lipit
bilesikleridir. Sekil 2’de gosterildigi gibi hiicre zar1 fosfolipitlerindeki arasidonik
asit, fosfolipaz A2 enzimi etkisi ile serbest hale gelir. Serbest hale gecen arasidonik
asit ise hemen siklooksijenaz ve lipoksijenaz enzimi ile alt iriinlerine doniisiir
(Curtis-Prior, 1976)
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- Glukokortikoidler tarafindan inhibe olur
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Arakidonik asit
O, + siklooksijenaz > - NSAll'ler tarafindan inhibe edilir

Siklik endoperoksidazlar (PGG,, PGH,,)

Fromboksan sentetaz > B> Prostasiklin
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p"
I'romboksan B: Y \
Toksik oksijen radikalle
Prostasiklin (PGl,) Toksik oksijen radikalicn
. (0, ,H,0, vs.)
Isomeraz > - Rediiktaz a
» A 6-keto-PGEx
PGE, PGF,,

Sekil 2. Arasidonik asit metabolizmasinda siklooksijenaz enzim yolu.

Kaynak: Curtis-Prior, 1976’dan uyarlanmistir.

Siganda mide duvari, 6zellikle de miiskiiler tabaka prostasiklinin ana kaynagini
olusturmaktadir. Prostasiklin, gastrik mukozal kan akimi {izerine olan etkisinden
bagimsiz olarak gastrik asit sekresyonu iizerine giiglii inhibitor etkisi olan bir
maddedir. Ayrica, gastrik mukozada sentezlenen PGI2 ve PGE2 ile yapilan
calismada, gastrik mukozaya hafif siddette irritan 6n tedavisi uygulanmasinin, PGI2
ve PGE2 mukozal sentezini arttirdig: ve dolayisiyla endojen PG’nin adaptif sitolojik
koruma mekanizmasinda rolii oldugu tespit edilmistir. (Zengil ve ark., 1986;
Brzozowski ve Konturek, 2005). Prostaglandinler ekzojen olarak uygulandiginda;
etanol, hiperosmolar soliisyonlar, gii¢lii asitler (0,6N HCI gibi), bazlar (0,2N NaOH
gibi), ve konsantre safra gibi nekrotizan maddelerin sebep oldugu mukozal hasarin
onlenmesinde etkili olabilecekleri bildirilmis, bu ajanlarin gastrik miikiis ve
bikarbonat salgilart iizerindeki uyarict etkileri, gastrik mikrodolasimdaki artis ve
mukozal siilfidril bilesiklerinin miktarinin yiikselmesi, bu durumun agiklanmasi

yoniinde ileri siiriilen sonuglardandir (Hawkey ve Rampton, 2002 ; Brzozowski ve
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Konturek, 2005). Yapilan deneylerde PG’lerin bikarbonat salmimini uyardigi
saptanmistir. PG sentezini inhibe eden indometazin, bu bikarbonat yanitin1 ortadan
kaldirmaktadir. Yani PG’ler intraliiminal aside Kkarst bikarbonat saliniminin
ayarlanmasinda rol oynamaktadirlar. PG’ler, miikiis sentezini ve gastrik siv1 i¢ine
miikiis salinmasini uyarirlar (Wallace ve Ritchie, 1989).

Prostaglandinler genelde biitiin damarlar1 genisletir ve kan basimcini disiiriir.
Damar diiz kaslarina dogrudan dogruya etki ettikleri gibi adrenerjik sinir uglarinda
norepinefrin salinimini1  azaltarak dolayli olarak damar genislemesine neden
olabilirler. Boylece hem periferik damarlar1 genisletme, hem de bobreklerden fazla
sodyum iyonlarmin uzaklastirilmasina neden oldugu igin kan basincini azaltir
(Beierwaltes ve ark., 1980; Adams, 1988). PGi2 basta olmak iizere PGE1 ve PGF1C
damar i¢ yiizeyindeki hiicrelerde adenilat siklaz enzimini stimule etmek ve
hiicrelerde siklik AMP diizeyini yiikseltmek suretiyle kan hiicrelerinin birbirine
yapisarak kiimelesmesini (agregasyon) engeller. Ayn1 zamanda PGI2 kan
hiicrelerinin damar endoteline yapismasini da (adezyon) engeller (Horton, 19609;
Kadowitz ve ark., 1975). Bobrek damarlarinda daha ¢ok PGI2; interstisyel doku,
distal tiibiiliis ve toplayic1 kanal epitelinde ise PGE2 olusur. PGI2 ve PGE2 giiclii bir
bicimde bobrek damarlarini genisleterek damar direncini azaltir ve bobrekte kan
akigint artirir (Challis ve Olson, 1988). Alinan besinler, histamin, gastrin, kafein,
inslilin ve vagus sinirinin uyarilmasi ile midede olusan hidroklorik asit (HCI)
salinim PGA1, PGE1, PGE2 ve PGI2 etkisi ile azalir. Aksi yonde, mide ve ince
bagirsaklarin miikiis salgis1 ve pankreasin dis salgis1 artar. PGE1 ve PGE2 brong diiz
kaslarin1 gevsetir ve bronslar1 genisletir. Enfeksiyon hastaliklarinda bakterilerin
saldig1 ates yapan (pirojen) maddeler PGE2 olusumunu artirarak, hipotalamustaki 1s1
diizenleyen merkeze etki ettigi distiniilmektedir. Aspirin ve benzeri ilaglar
prostaglandin olusumunu azaltarak atesi diisiiriir. Prostaglandinler agr1 duyusunu
ileten sinirler {izerine dogrudan dogruya uyar1 yaparak degil, duyu reseptdrlerinin
uyarict maddeler (bradikinin gibi) karsisinda esigini diisiirmek suretiyle agriya neden

olmaktadir (Horton, 1969; Giindiiz, 1977; Kayaalp, 1986; Adams, 1988).
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4.2 Vitamin D (1,25 Dihidroksi Vitamin D3)

Vitamin D, giines 15181 ile temas sonucu deride iiretilen, yagda ¢ozilinen, sekosteroid
yapida bir prohormondur. Viicutta ¢esitli metabolik degisikliklerle kalsitriol olarak
bilinen, kalsiyum ve fosfat metabolizmasinda 6nemli rol oynayan bir hormona

doniistir.

4.2.1 Vitamin D’nin Sentezi ve Yapisi

Vitamin D yagda ¢oziinen bir vitamin; sekosteroid yapida bir prohormondur.
Vitamin D’nin bilinen 5 farkli tipi bulunmaktadir fakat bunlardan sadece iki tanesi
(Vitamin D2 ve D3) aktiftir (Sekil 3).

e Vitamin D1 (ergokalsiferol + lumisterol)
e Vitamin D2 (ergokalsiferol)

e Vitamin D3 (kolekalsiferol)

e Vitamin D4 (22-dihidroergokalsiferol)

e Vitamin D5 (sitokalsiferol)

Vitamin D (VD) diyet yoluyla alinir (Vitamin D2) veya epidermiste mevcut
bulunan provitamin D3, 7-dehidrokolekalsiferolden (7 DHCC) fotosentez yoluyla
olusur. Pro Vitamin D3 (ProVD3) biyolojik olarak aktif degildir. ProVD3 bir
previtamin olan PreVitamin D3’e (PreVD3) giinesin ultraviyole 1sinlarina
maruziyetiyle fotolize edilir. Bu madde de biyolojik olarak aktif degildir. Solar
spektrumun 290-315 nm dalga boyundaki UV 1sinlar1 atmosferden gecerek, derinin,
epidermal proVD3’iin, preVD3’e fotokimyasal doniisiimiinii saglayacak olan
(ProVD3 depolarimin %8’ini igeren) epidermisteki stratum spinosum ve stratum
bazalis tabakalarina ulasir, 30 dakikada preVD3 bu iki tabakada nonenzimatik olarak
olusur (Holick, 1994). Dermisin birim santimetrekare alaninda, her ne kadar
epidermisteki kadar ProvD3 varsa da, UVR 290-315 nm boyutundaki 1sinlar,

epidermis tarafindan absorbe edilir, dolayisiyla dermiste ¢cok az miktarda PreVD3
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yapilir. Deride PreVD3 olusturulunca, tekrar nonenzimatik olarak hemen termal

izomerizasyona ugrar ve vitamin D3’e (VD3) donisiir (Holick, 2008).

Vitamin D2 (Ergocalciferol) Vitamin D3 (Cholecalciferol) 1.25-dihydroxycholecalciferol (Calcitriol)

Sekil 3. Vitamin D’nin molekiiler yapisi.

Kaynak: examine.com/supplements/vitamin-d sitesinden uyarlanmaistir.

VD3 epidermiste olustugunda, dermo-epidermal bileskeden dolasima tasinir;
yiiksek affinitesi nedeniyle hemen dolasimdaki vitamin D baglayici proteine (VDBP)
ve proteinlerden albumin siiper ailesine mensup olanlara baglanir. Deriden gelen
VD3 ile diyetle gastrointestinal sistemden viicuda giren VD2 biyolojik olarak
inaktiftirler ve kana gectiklerinde once karacier parankiminde yiiksek kapasiteli
sitokrom P450’lerden, 25 hidroksilaz enzimi araciligiyla 25 hidroksivitamin D3
(250HD3)’e dontistir. Bu mikrozomal enzim CYP2R1’in substrat olarak en ¢ok
VD’ye affinitesi vardir. Memelilerde bu basamagin gii¢lii bir diizenleyicisi yoktur ve
karacigerde 250HD3’lin depolanmasi yapilmaz ve karacigerden hemen kana
salverilir; serumda biyolojik yar1 émrii 12-19 giin kadardir. 250HD3 serumda bol
miktarda mevcut en stabil metabolittir ve VD’nin serumdaki en iyi gostergesidir.
250HD3 daha sonra bobrekte mitokondriyal CYP27B1 hidroksilaz (1o hidroksilaz
enzimi) ile aktif hormon olan 1,25 dihidroksi VD3’e ( 1,25 (OH)2D3 = Kalsitriol);
gidalarla alinan VD2 (ergosterol) 1,25 dihidroksi VD2’ye (1,25(0OH)2D2= Kalsidiol)
dontigiir. Bobrekteki CYP27B1 hidroksilaz enzim diizeyi, parathormon (PTH)

32



tarafindan kontrol edilir, PTH nin sentezi serumdaki kalsiyum (Ca"™") ve fosfor (P) ile
reglile edilir, ayrica hipokalsemi, hipofosfatemi, biiyiime hormonu, prolaktin
tarafindan da bu enzim uyarilir. Osteositlerden kemikte salgilanan fibroblast biiyiime
faktorii-23 (FGF-23), Ca™ mobilizasyonunu saglamak iizere artmis olan PTH ve
CYP27B1 hidroksilaz gene ekspresyonunu azaltarak 1,25(OH)2D3 sentezini
baskilar. Bu enzim, vitamin D reseptoriine ¢ok yiiksek affiniteli bir ligand olup,
hedef dokularda 1,25(OH)2D3’iin yonlendirildigi genlerin ekspresyonunu degistirir
(Trang ve ark., 1998).

25(0H) D3, D vitamininin dolasimdaki asil formudur. Inaktif olan bu formun
konsantrasyonu 1,25(OH)2D3’iin yaklasik 1000 katidir. D vitamini sentezinde Kilit
konumda olan la hidroksilaz enzim aktivitesinin diizenlenmesinde PTH, kalsiyum,
fosfor ve FGF 23 rol oynar. Serum kalsiyum ve fosfor diizeylerinin diismesi ve PTH
diizeyi D vitamini iretimini artirir. Ancak, kemikten salinan FGF 23 ise
1,25(0H)2D3 sentezini baskilar ve 24-hidroksilaz enzimini aktive ederek
1,25(0H)2D3’iin inaktif forma déniismesine neden olur (Ongen ve ark., 2008;
Holick, 2007).

Vitamin D3 ya insan epidermisinde sentezlenmis olabilir, ya da balik yagi,
zenginlestirilmis besinler ya da suplementlerden alinir (Whayne, 2011) . Aslinda
vitamin D hem D2 hem de D3’t ifade eder. D vitamini endojen olarak
sentezlenebilmesinin yanisira diyetle de almabilmektedir (Ongen ve ark., 2008).
Endojen olarak epidermiste prekiirsor olan 7 dehidrokolesterol, giines 15181
maruziyeti ile aktive olur ve PreD3’{i olusturur. Bu agidan UVB iginlar1 ¢ogu insan
i¢in vitamin D’nin ana kaynagidir (Heath ve Elovic, 2006). Asir1 PreD3 veya vitamin
D3 giines 15181 tarafindan zarar gordiigii ve inaktif {irlinlerine cevrildigi i¢in, giines
1s18ina fazla maruz kalinmasi vitamin D3 intoksikasyonuna neden olmaz. Vitamin
D’nin diyetle alimi ise smurlidir. Diyette D vitamini en fazla somon, uskumru,
sardalya gibi yagl baliklar ve yumurta sarisinda bulunmaktadir. D vitamini diyetle,
bitkilerde bulunan ergokalsiferol (D2 vitamini) ve hayvan dokularinda bulunan
kolekalsiferol (D3 vitamini) olmak iizere iki sekilde alinir (Ongen ve ark., 2008).
Diyetle alinan VD2 ve VD3 formlar1 ince bagirsaklar tarafindan emildikten sonra,

silomikronlar ile birlesip lenfatik sisteme oradan da vendz dolasima geg¢mektedir.
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Diyetle alinan veya endojen olarak sentezlenen vitamin D2 veya vitamin D3 yag

hiicrelerinde depo edilir ve gerektiginde dolasima verilir (Holick, 2008).

4.2.2 Vitamin D’nin Etki Mekanizmasi

Yakin zamanlara kadar aktif VD hedef organlarinin sadece bagirsak, bobrek ve
kemik oldugu saniliyordu. Biitiin bu organlarda net etkisi, mineral metabolizmasini,
ozellikle Ca™ ve inorganik P dengesini saglamaktir. Kalsitriole ait doku biyolojik
etkileri, ya genomik ya da nongenomik yolaklarla olur. Genomik yanitlar niikleer VD
reseptorii ile olur, nongenomik yolak voltaja bagimli Ca™ kanallar1 aracihigiyla
gerceklesir; bunlar uygun sinyal iletim yolaklari ile biyolojik cevaplar baslatirlar.
Vitamin D reseptorii (VDR)’niin bugiin 30°dan daha fazla dokuda bulundugu
bilinmektedir. Endotel, diiz kas, kalp kasi, beyin, prostat, meme, kolon hiicreleri,
immiin hiicreler bunlar arasindadir (Nemere ve Carson, 1998; Norman, 1998 ; De
Luca ve Cantorna, 2001). Dolasimdaki 1,25(OH)2D3 hiicre membranlarini ve
sitoplazmay1 geger; niikleusa ulasir, bir steroid hormon gibi VDR’ye baglanir.
1,25(OH)2D3 niikleer retinoik asit reseptoriine baglaninca, niikleer transkripsiyon
faktorii gorevi goriir ve genlerin fonksiyonunu ve protein sentezini baslatir. Kalsitriol
tarafindan diizenlendigi anlasilan genlerin sayilar1 giderek artmaktadir. Kalsiyum ve
kemikle ilgili genler yaninda, hiicre sikluslar1 veya hiimoral mekanizmalarla (6rnegin
immiin veya hematopoietik sistem) ile ilgili bircok gen kalsitriole bagimlidir.
Kalsitriol direkt veya indirekt olarak 200 kadar geni regiile eder. Bu arada bobrekten
renin, pankreastan insiilin, makrofajlardan katelisidin tiretimini, lenfositlerden sitokin
serbestlenmesini, kardiyomiyositler ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyon ve
biiyiimesini  diizenler. Onceleri, normal sartlar altinda 250HD3’iin la
hidroksilasyonunun sadece bobrekte yapilabildigi ve 1,25(OH)2D3’lin mineral
metabolizmasini kontrol ettigi disiiniilmekteydi. Oysa bugiin 1,25(OH)2D3’iin lokal
olarak cesitli dokularda otokrin veya parakrin sekilde (keratinositler, kolon ve prostat
hiicreleri, solunum sisteminin epitel hiicreleri de dahil olmak {izere, bir¢ok bobrek
dist dokularda) olustugunu bilmekteyiz. Bu dokularda 1,25(OH)2D3, hiicre
diferansiyasyonu ve proliferasyonu ile ilgili anahtar olaylar1 kontrol eder (Bouillon
ve ark., 1998). Sitozolik kalsitriol-VDR kompleksinin de novo mRNA ve protein

sentezini baslatmasi saatler veya giinler siirebilir. Oysa kalsitrioliin ¢esitli dokularda
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hem hiicresel hem de subseliiler seviyede ¢ok kisa zamanda olusan etkileri de oldugu
anlagilmistir (Norman, 1998). Bu etkileri genomda reseptér-hormon etkilesimi ile
aciklamak miimkiin degildir. Bir¢ok hiicre serilerinde dakikalar i¢inde spesifik
intraseliiler metabolik yollarin aktivasyonunu olusturan, membrana bagli VDR de
tanimlanmustir. {yonize Ca ile olusan kas kasilmalari, sinir uyar1 iletimleri ve diger
ani olusan, gereginde hayat kurtaran diger fizyolojik olaylar bu yolak vasitasiyla

gelismektedir (Barger ve ark., 1995).

4.2.3 Vitamin D’nin Fonksiyonlar1 ve Inflamasyonla iliskisi

1,25(0OH)2D3’iin major fonksiyonu plazma kalsiyum seviyesini diizenlemektir.
Duodenumdan kalsiyum ve ileumdan fosfor emilimini artirir (Ongen ve ark., 2008).
D vitamini olmadiginda diyetteki kalsiyumun ancak %10-15’1 ve fosforun ise %60’1
emilebilmektedir (Harvey ve Champe, 2007). Vitamin D oldugunda ise bu oran
kalsiyum i¢in %30-40, fosfor i¢in %80°e ¢ikar. 1,25(OH)2D3 plazma kalsiyum
seviyesinin devami i¢in 1,25(OH)2D3 bdbrekten kalsiyum atilimini  azaltir.
1,25(0H)2D3’tin diger gorevleri arasinda kemik rezorbsiyonunu arttirmak, PTH
sentez ve salinimim azaltmak, insiilin yapimini arttirmak, renin sentezini azaltmak,
miyokardiyal kontraktiliteyi arttirmak bulunur. Aym1 zamanda 1,25(OH)2D3, T
lenfositleri aktive ederek sitokin salinimi, B lenfositleri aktive ederek immiinglobulin
sentezini arttiran  kathelisidin denen bir maddenin yapimmi saglayarak

immiinmodiilatér olarak fonksiyon goriir (Holick, 2007; Ongen ve ark., 2008).

Son yillarda birgok hiicrede VD varlig1 gosterilmistir. Bunlar arasinda bagirsak
hiicreleri, kolon enterositleri, karaciger hiicreleri, osteoblastlar, kondrositler, prostat,
plasenta, meme, over, hipofiz, pankreas, kas, distal renal hiicreler, deri fibroblast ve
keratinositleri, epidermal hiicreler, aortik endotel hiicreleri, dolasimdaki immiin
hiicreler (monositler, transforme olmus B hiicreleri, aktive olmus T hiicreleri gibi)
noronlar ve beyin sayilabilir ve 1,25(0OH)2D3 bu dokularda etkili olur. Ayrica, bazi
doku ve hiicreler 25(OH)2D3 1-a hidroksilaz enzimini eksprese ederler. Direkt veya
indirekt olarak 1,25(0OH)2D3, 200°den fazla geni kontrol eder. Bu genler arasinda

hiicre proliferasyonunu, diferansiyasyonunu, apoptozisi ve anjiyogenezisi kontrol
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eden genlerde bulunmaktadir. VD hiicre proliferasyonunu normal ve kanser
hiicrelerinde azaltir ve terminal degisimlerini saglar (Sozen, 2011). Aktive
1,25(0OH)2D3 renin-anjiotensin sistemindeki diizenleme ile direkt olarak renin gen
ekspresyonunu baskilar. Yeterli vitamin D seviyesi renin-anjiotensin-aldosteron
sisteminin down regiilasyonunu ile hipertansiyon gelisimini azaltir (Wang ve ark.,
2008). Vitamin D’nin vaskiiler etkileri genis kapsamli olmakla birlikte diiz kas hiicre
proliferasyonu, inflamasyonu ve trombozun diizenlenmesini igerir. Antiinflamatuvar
etkiyle, makrofajlarin kopiik hiicrelerine doniisiimiinii durdurarak damar duvarii
korur. Aterosklerotik hastaligi baskilar ve trombogenezi azaltir (Thamas ve ark,
2012). D vitamini, insiilin direnci ve tip 2 diyabet patogenezinde yer alan insilin
duyarliligi ve beta hiicre fonksiyonununda 6nemli bir rol oynamaktadir (Sung ve
ark., 2012). 1,25(0OH)2D3, kanser hiicrelerinde ¢ogalmayr onleyen en potent
inhibitorlerden biridir. Ayrica aktive olan T ve B hiicrelerin fonksiyonunu
diizenlemektedir. Bilinen etkilerinin disinda vitamin D immiin sistemde igin de
gereklidir. Vitamin D’nin T hiicreleri, interferonlar, interlokinler ve sitokinler gibi
immiin sistemin ¢ogu ara elemanina olan etkileri daha 6nce gosterilmistir. Vitamin D
pankreas hiicrelerinden insiilin Sekresyonunu artirmaktadir (Hollick, 2005).
1,25(0OH)2D3 giiclii bir immiinmodiilatordiir.

Yakin zamanli insan arastirmalart VD sitokin sisteminin, antimikrobiyal
peptidlerin monosit-makrofaj sisteminden jenerasyonunda gerekli olan bir ara madde
oldugu olasiigim1 giindeme getirmistir  (Liu ve ark., 2006). Insan monosit-
makrofajlarindaki yapilan ¢aligmalarda bugiin, monosit-makrofaj Toll like reseptor
(TLR) yolaginin, patojenle iliskili membran 6rneklerinin (PAMP) aktivasyonu, bu
hiicrelerde CYP27B1 hidroksilaz ve VDR genlerinin ekspresyonunu baslatir (Adams
ve Hevison, 2008). Monositler ve makrofajlar lipopolisakkaritlerle
karsilagtirildiklarinda, VDR genini ve 25(OH)2D3 CYP27BI1 alfa hidroksilaz genini
“up-regule” eder. Artmis 1,25(OH)2D3 yapimi, Katelisidin senteziyle sonlanir. Bu
madde enfeksiyon ajanlarimi tahrip edebilecek bir peptitdir (Ginde ve ark., 2009).
VDR, niikleer hormon reseptdr siiper ailesinin bir {iyesidir ve VDR nin mononiikleer
hiicreler, dendritik hiicreler, antijen sunan hiicreler kadar, aktive T-B lenfositlerinde
de bulundugu gosterilmistir. Primer lenfoid organlar (kemik iligi ve timus) immiin

sistemin gelistigi ve degisime ugradigi merkezlerdir ve buralarda VDR gosterilmistir.
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Sessiz CD4 hiicreleri diisiik konsantrasyonlarda VDR eksprese ederler, aktive
olduklarinda bu ekspresyon bes kat artar, 1,25(OH)2D3’lin kazanilmig, antijen
spesifik immiin yanit lizerine etkisi T lenfosit proliferasyonun inhibisyonu (6zellikle
Th1l Kkolu iizerine) ile karakterizedir. In vitro, 1,25(OH)2D3, monositlerin, dendritik
hiicrelere degisimini ve T hiicrelerinin bunlar {izerinde olusturdugu uyarici aktiviteye
miidahele eder. Dendritik hiicre degisiminin ve IL-12 salgilanmasinin en etkin bloke
edicisi 1,25(0OH)2D3’tiir. Ayrica 1,25(OH)2D3 fagositozu, makrofajlar tarafindan
bakteri oldiriiliisiinii uyarir; fakat dendritik hiicrelerin ve makrofajlarin antijen
sunma kapasitelerini baskilar; makrofajlarin, lenfositlerde antijen sunumunda hiicre
yiizeyinde MHC-II molekiillerinin ekspresyonunu azaltir (Ginde ve ark., 2009). Obez
olmayan diyabetik sicanlarda, yiiksek doz 1,25(OH)2D3 immiinmodiilasyon ile
diyabet baslamasin1 engellemektedir. Bu etki beta hiicresi fonksiyonuna,
inflamatuvar sitokinlerin (IL-6 ve TNF-a) yapacag: etkilerle ilgilidir. IL-6 insiilin
reseptor sinyal iletimini inhibe eder ve bu sitokinin uygulanmasi hiperglisemiye
neden olur. Kronik olarak farmakolojik dozlardaki 1,250HD3 uygulanmasi ise obez
olmayan diyabetik siganlarda diyabet insidansini azaltir (Mathieu ve Badenhoop,
2005). Romatoid artrit, multipl skleroz ve inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 gibi
otoimmiin hastaliklar1 olan kisilerdeki T hiicreleri, immiin sistemi bireylerin i¢
organlari ve periferik dokularinda inflamatuvar yanit yaratmak iizere yonlendirirler.
Miyeloid ve respiratuvar epitel hiicrelerinde katelisidin ve TLR koreseptér CD14
eksprese edilirler ve her ikisini de kodlayan genlerin promotorlarinda VDR yanit
eleman1 vardir ve VD ile regiile edilirler (Hansdottir ve ark., 2008). VD eksikliginin
insiilin direncine, pankreatik [ hiicre disfonksiyonuna ve metabolik sendroma
yatkinlik yarattigi da saptanmistir (Chiu ve ark., 2004). Bazi arasgtirmalar erigkin
obezitesinin 250HD3 diizeyleri ile ters orantili oldugunu gostermistir ve
adipogenezin 1,25(OH)2D3 ile inhibe oldugu ileri siiriilmistir (Parikh ve ark.,
2004).

Epidemiyolojik veriler koroner kalp hastaligi, hipertansiyon, diyabet gibi
hastaliklarin, VD eksikligi gibi, ekvator bolgesinden uzaklastik¢a arttigini bize
gostermektedir. Miyokard infarktiisii, inme, kalp yetmezligi, diyabetik
kardiyovaskiiler hastalik ve periferik arter hastaligi olanlarda, diisiik VD diizeyleri
saptanmistir. NHANES III calismasinda 250HD3 diizeylerinin hipertrigliseridemi,
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diabetes mellitus, hipertansiyon ve obezite ile ters iliskili oldugu gosterilmistir
(Martins ve ark., 2007). Prospektif ve retrospektif epidemiyolojik c¢alismalar,
250HD3 diizeylerinin 20 ng/mL’nin altina indiginde kolon, pankreas, prostat, meme
kanseri insidansinin %30- 50 ve bu kanserlere bagli mortalitenin de arttiginm
gostermistir. “Nurses Health Study” kolorektal kanserlerin ortanca serum 250HD3
diizeyleri ile ters yonde iliskili oldugunu gostermistir (Fescanich ve ark., 2004). VD
konsantrasyonlarinin,  16kositlerde  telomer  yipranma  hizim1  yavaslatip
uzunluklarindaki ~ kisalmayr  engelleyip  engellemedigi,  diyetteki VD
konsantrasyonlarinin artirilmast ile arastirilmis, daha uzun I6kosit telomerleri
idamesinin miimkiin oldugu gosterilmistir. Bu bilimsel veri VD’nin yaslanmay1
geciktirebilecegi ve yasami uzatabilecegi ve/veya yashlikla ilgili hastaliklar1 veya
durumlart geciktirebilecegi seklinde basit olarak ifade edilebilir (Richards ve ark.,
2007).
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5. GEREC VE YONTEM

Bu calisma protokolii icin Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulundan onay alinmistir (Ref no. 87.2014.mar, onay yazist ekte sunulmustur).
Calisma finansal olarak Marmara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

(BAPKO) (Proje no: SAG-C-DRP-100615-0253) tarafindan desteklenmistir.

5.1. Deney Hayvanlar

Bu tez calismasinda Marmara Universitesi Deney Hayvanlar1 Merkezi’nden temin
edilen 250-300 gr agirhginda her iki cinsiyetten Sprague-Dawley sicanlar
kullanilmistir. Siganlar 20-22 °C sicaklikta iigerli olarak kafeslerde rahat hareket
edebilecekleri sekilde korunmuslardir. Laboratuvarda 12 saat gilindiiz /12 saat gece
151k uygulanmis, deney baslangicindan sonuna kadar havalandirma ile diger temizlik
kurallarina dikkat edilmis laboratuvar hayvanlar1 bakim kilavuzlarina uygun olarak
bakim yapilmistir. Hayvanlara deney oncesi 24 saat aglik durumu harig; su ve yem

(standart laboratuvar yemi) ad libitum olarak saglanmistir.
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5.2. Deney Gruplan

Sicanlar rastgele sekilde Tablo 1°de gosterildigi sekilde gruplara ayrilmistir.

Tablo 1. Deney gruplari

Deney gruplan n
Kontrol grubu 8
Ulser grubu 8

Ulser + Tedavi gruplar

Vitamin D3 grubu 8
Vitamin D3 + L-NAME grubu 8
Vitamin D3 + NEM grubu 8
Vitamin D3 + Indometazin grubu 8
Vitamin D3 + Glibenklamid grubu 8

5.3 Deney Protokolii

Randomize olarak gruplara ayrilan deney hayvanlar1 kafeslerine ve laboratuvar
ortamina aligtirildiktan sonra hem {ilser modelinin dogrulugundan emin olmak hem
de vitamin D3’{in etkin dozunu saptayabilmek i¢in preliminer ¢alismalar yapildi. 0,3,
2,5 ve 25 ug/kg oral vitamin D3 (Devit-3 damla, Deva Ilag, Tiirkiye) ve
intraperitoneal 0,25 pg/kg vitamin D3 (Calcijex ampul, Abbott, Tiirkiye) kullanilarak
3’er hayvanlik gruplar olusturularak makroskopik skor parametresi tizerinden doz-
yanit c¢aligsmalar1 yapildi. Bu ¢alismalarin sonuglarina gore, intraperitoneal 0,25
ug/kg dozunda vitamin D3’iin etkin olduguna karar verildi ve tiim deneyler igin bu

doz secildi.
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Vitamin D3 tedavisi goren gruplara 14 giin boyunca hergiin ayni saatte vitamin
D3 (0,25 pg/kg) intraperitoneal olarak uygulandi. 14. Giin geceden a¢ birakilan
siganlara tek basina vitamin D3 veya vitamin D3 ile birlikte asagidaki tedavi ajanlari

(vitamin D3’den 60 dakika once) uygulandi:
e Non-selektif NOS inhibitoriit L-NAME (20 mg/kg; intraperitoneal)

e Siilfidril gruplarinin inhibitérii N-etilmaleimid (NEM) (10 mg/kg;

intraperitoneal)
® ATP-sensitif K+ kanal blokorii glibenklamid (10 mg/kg; oral yolla)

® Non-selektif siklooksijenaz inhibitorii indometazin (10 mg/kg;
subkutan)

Bu tedavileri takiben 50 dakika sonra hayvanlara mide iilseri olusturma
protokolii uygulandi. Ek olarak, L-NAME, NEM, glibenklamid ve indometazin’in
tek basina iilser iizerine etkileri de makroskopik olarak incelendi ve degerlendirildi.
Bu amagla, her grupta 4 sigan olacak sekilde ajanlar yukaridaki doz ve uygulama

sekillerinde iilserden 50 dakika 6nce uygulandi.

5.4 Gastrik Ulser Modelinin Uygulanmasi

Ulser grubunu olusturan sicanlara 24 saat aghig: takiben orogastrik gavaj yoluyla 0,3
M HCI/%60 etanol karisimi (0,2 ml) uygulandi. Kontrol grubu hayvanlara ayn1 yolla
aynt hacimde serum fizyolojik uygulandi. Tim siganlar 0,3 M HCI/%60 etanol
soliisyonu uygulamasindan 60 dakika sonra dekapite edildi; govde kani topland1 ve
mideleri eksize edildi. Biiyiik kurvatiirden agilarak serum fizyolojik ile igeriginden
temizlenen mideler makroskopik olarak degerlendirildi ve daha sonra mide
orneklerinin bir boliimii biyokimyasal analizler i¢in -80°C’de saklandi, diger boliimii

de mikroskopik degerlendirmeler igin %10’luk formaldehit ¢6zeltisi i¢ine alindi.
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5.5 Mide Hasarinin Makroskopik Olarak Degerlendirilmesi

Cikarilan mideler makroskopik olarak incelendi. Ulserlerin uzunluklari mm
cinsinden 6lgiildii ve toplanarak “iilser indeksi” seklinde ifade edildi (Amirshahrokhi
ve Khalili, 2014).

5.6 Doku Hasarimin Mikroskopik Diizeyde incelenmesi

Isik mikroskobik degerlendirmeler i¢in mide dokular1 %10'Tuk formaldehit ile fikse
edildi,
seffaflandirildi ve parafine gomiildii. Yaklasik 4 pm kalinligindaki parafin kesitler

yiikkselen alkol serilerinden gecirilerek dehidrate edildi, ksilen ile
hematoksilen ve eosin (H&E) ile boyandi. Inceleme ve fotograf cekimi dijital kamera
(Olympus C-5060) eklentili fotomikroskop (Olympus BX51, Tokyo, Japan) ile
yapildi. Gastrik hasar Tablo 2’de gosterilen histopatolojik kriterlere gore skorlandi

(Toplam skor=12) (Ozveri ve ark., 2001).

Tablo 2. Mide Lezyonlarim Mikroskopik Olarak Skorlama Kriterleri

Yok | Hafif | Orta | Siddetli
Yiizey epitelinde ayrilma ve hasar 0 1 2 3
Kanama, fokal nekroz ve mukozal konjesyon 0 1 2 3
Glandiiler epitelde genigleme ve  glandiiler 0 1 2 3
epitel hiicrelerinde hasar
Inflamatuvar hiicre infiltrasyonu 0 1 2 3

5.7 Midede Lipid Peroksidasyonu ve Glutatyon Diizeyi Olciimleri

Dokuda oksidan hasara bagh

lipid peroksidasyonun bir

gostergesi  olan

malondialdehid (MDA) diizeyinin ve endojen antioksidan olan glutatyon (GSH)

miktarinin 6l¢iildiigi bu yontemde mide 6rnekleri agirliklarmin 10 katina denk gelen
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miktarda %10’luk triklorasetik asit (TCA) soliisyonu ile homojenizasyonunu takiben
3000 devir ve 4°C’de 15 dakika stireyle santrifiij edildi. Siipernatanlar ayrilip 15000
devirde 8 dakika daha santrifiij edildi. MDA diizeyi spektrofotometrede 535 nm
abzorbansta okunarak nmol/g cinsinden ifade edildi (Beuge ve Aust, 1978; Kurtel ve
ark., 1992). Glutatyon ol¢iimlerinde, modifiye Ellman yontemi kullanildi ve GSH
miktar1 spektrofotometrik olarak 412 nm’de okunarak belirlendi (Beutler, 1975).

5.8 Midede Miyeloperoksidaz Aktivitesi Olciimii

Dokuda nétrofil infiltrasyonunun gostergesi olan miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi
Olgimii  i¢in, 0,2-0,5 gram agirh@indaki mide  ornekleri  %0.5'lik
hekzadesiltrimetilamonyum bromid (HETAB; 50 mM potasyum fosfat tamponu
icinde; pH=6,0) 10 kez sulandirilip homojenize edildikten sonra 12.000 devirde 10
dakika siireyle 4°C’de santrifiije edildi. Siipernatan uzaklastirildiktan sonra pellet,
ayni hacimde %0.5’lik HETAB igeren 50 mM K;HPOQO, ile yeniden homojenize edilip
daha sonra o-dianisidin 2HCI (20 mg/ml) + H,0O, (20 mM) + pellet olacak sekilde
oda 1sisinda 3 dakika inkiibe edildi. Reaksiyon %2'lik sodyum azid ile
durdurulduktan sonra abzorbans degerleri spektrofotometrik olarak 460 nm'de
okundu (Bradley ve ark., 1982).

5.9 Midede Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Ol¢iimii

Dokuda siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi, riboflavin ile duyarlandirilmis o-
dianisidinin  foto-oksidasyon hizin1 arttrma yetenegi olarak Olgiilmektedir.
Riboflavinin floresans 15181 etkisiyle olusturdugu siiperoksit radikali, ortamdaki
SOD’nin etkisiyle hidrojen peroksite doniisiir. H202 ise o-dianisidin ile reaksiyona
girerek renkli iirlin olusturur. SOD aktivitesi ne kadar ¢ok ise renkli iiriin olusumu da
o kadar fazla olur. Olusan renkli {iriiniin absorbansi 460 nm’de spektrofotometrik
olarak degerlendirilir (Mylorie ve ark., 1986). Deney icin gerekli ¢ozeltiler asagida
belirtildigi gibidir:
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e Fosfat tamponu (50 mM, pH = 7,8): 0,136 gr KH2PO4 ve 0,697 gr
K2HPO4 tartilip ayr1 ayn distile su iginde ¢oziiliir, birlestirilir ve hacmi

distile su ile 100 mlI’ye tamamlanir (hacim 100 ml’ye tamamlanmadan

once pH kontrol edilir, pH=7,8’¢ ayarlanir ve 2 "C’de saklanir).

e Fosfat tamponu + 0,1 mM Na-EDTA: 0,0037 gr Na-EDTA tartilir ve
50 mM’lik fosfat tamponunda ¢oziiliir ve hacmi 50 mM’lik fosfat

tamponu ile 100 ml’ye tamamlanir.

e Potasyum fosfat tamponu (10 mM, pH=7,5): 0,041 gr KH2PO4 ve
0,122 gr K2HPO4 tartilip ayr1 ayr1 biraz distile su icinde ¢oziilir,
birlestirilir ve hacmi distile su ile100 ml’ye tamamlanir (hacim 100 ml’ye

tamamlanmadan 6nce pH=7,5’¢ ayarlanir ve 2 °C’de saklanir ).

e Riboflavin (0,2 mM): 7,5 mg riboflavin 100 ml potasyum fosfat
tamponunda (10 mM, pH=7,5) ¢oziiliir.

e 0-dianisin (6 mM): 19 mg o-dianisin 10 ml distile suda ¢o6ziiliir.

Deneyin yapilisi sirasinda %10 gr doku homojentt 10 dakika 4000 rpm’de
santrifiij edildi. Siipernatant alindi. Her tiipe 30 saniye ara ile 0,2 ml riboflavin
konuldu ve karistirildi. 460 nm‘de abzorbans okundu. Floresans lamba 20 dakika
onceden acilip ve 1sinmasi saglandi. Sonra tilipler oda sicakliginda 20 W Floresans
lamba bulunan kutu i¢inde 8 dakika inkiibe edildi. 460 nm’de abzorbans okunduktan

sonra siipernatantin SOD aktivitesi (U/mg protein/dak) cinsinden hesaplandi.

5.10 Midede Katalaz Aktivitesi Ol¢iimii

Katalaz enzimi H202’nin, H20’ya doniisiim reaksiyonunu katalizler. Bu doniistim
240 nm’de abzorbansin azalmasi ile takip edilebilir. 1 dakikada absorbanstaki azalma

katalaz aktivitesi ile ilgilidir. Deney i¢in gerekli ¢ozeltiler asagidaki gibidir:
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e Fosfat tamponu (50 mM, pH=7,0) : a) 6,81 gr KH2PO4 ve b) 8,90 gr
Na2HPO4.2H20 tartilip ayr1 ayr1 biraz distile suda ¢oziildiikten sonra
hacimleri ayr1 ayr distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir. Kullanilacagi
vakit a’dan 1 hacim b’den 1,5 hacim alinarak karistirilir (pH=7,0) ve
2°C’de saklanir).

e H202 ¢ozeltisi (30 mM) + Fosfat tamponu: Yogunlugu d=1,11 gr/mi
olan % 30 gr’lik H202 ¢ozeltisinden 0,31 ml alinir ve 50 mM fosfat
tamponu (pH=7,0) ile 100 mI’ye seyreltilir.

e Doku homojenati : Doku serum fizyolojik ile homojenize edilir.

Deneyin yapilist sirasinda %210’luk doku homojenat: 10 dakika 4000 rpm’de
santriflij edildi. Siipernatant alindi ve serum fizyolojik ile seyreltildi. Numune ve kor
olarak isaretlenmis 2 ayri deney tiipii alindi. Tablo 3’de belirtilen miktarlar ilave
edildi ve karistirildi. 1 dakika sonra 240 nm’de abzorbanslar1 okunarak kaydedildi.
Sonuclar bu deney i¢in ekstinksiyon katsayist 0,004 (0,00394) mM™Y/ mm™ goz
Ontine alinarak (U/mg protein/dak) cinsinden hesaplandi (Aebi, 1984).

Tablo 3. Katalaz Aktivitesi Ol¢iimii I¢in Cozelti Miktarlar

Numune Kor
Fosfat tamponu - 0,3ml
Dilue siipernatant 0,6 ml 0,6
H202 ¢ozeltisi + fosfat tamponu 0,3ml --
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5.11 Serumda Interlokin IL-1p ve IL-10 Diizeyi Ol¢iimleri

Dekapitasyon sonrasinda toplanan gdvde kani, 15 dak 3000 rpm’de santrifiij
edildikten sonra elde edilen serum oOrneklerinden IL-18 (ASSAYPRO) ve IL-10
(ASSAYPRO) o6zel ticari kit kullanilarak, ELISA yontemi ile (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) calisildi. Degerler pg/ml cinsinden ifade edildi.

5.12 Midede Niikleer Faktor Kappa (NF)-kB Ekspresyonu Ol¢iimii

Sicanlardan eksize edilen mide dokulari histololojik doku takibi igin ilk olarak
4°C’de %]10’luk notral formaldehit (pH=7,4) ile fikse edildi. Sonrasinda alkol
serilerinden (%70, %80, %90, %96 ve %100 dereceli alkol) gecirilerek dokunun
dehidratasyonu saglandi. Dokularin seffaflandirma islemi icin ksilen kullanildi.
Ardindan sivi parafinde immersiyon saglandiktan sonra mide dokularindan kesit
alinmas1 amaciyla parafine gomiilerek histolojik doku takibi sonlandirildi. Elde
edilen bloklardan histolojik incelemeler icin 5 pm kalinliginda kesitler alinarak

(Leica RM 2245 model; Almanya) poly-L-lysine lamlara aktarildi.

Kesitlerin immunohistokimyasal incelemesinde NF-xB p65 primer antikoru
(Cell Signaling) kullanilarak (1:100 oraninda; 1 pl antikor+99 pl Permeabilizasyon
soliisyonu olacak sekilde hazirlanir) boyama islemi avidin biyotin kompleks (ABC)
yontemine gore yapildi. Ikincil antikor (RTU Botinylated Universal Antibody, Anti-
Rabbit/Mouse 1gG (H+L); RTU Vectastain, Vector Lab) damlatilarak humidifiye
alan iginde 15-25°C’de 30 dakika bekletildi. Sonrasinda ABC Reagent (RTU
Vectastain) damlatilarak humidifiye alan i¢inde 30 dakika daha bekletildi.
Yikamadan sonra kromojen olarak 3,3' diaminobenzidin (DAB) kullanildi. DAB +
Subsrat soliisyonu (Vector Lab) damlatilarak 1 dakika bekletildi. Yikama ve
hematoksilen ile zit boyama isleminden sonra preparat %100’liikk alkole alindi.

Xylene ile seffaflastirildiktan sonra entellan ile preparat kapatildi.

NF-kB antikoru ile boyanan kesitlerin pozitif kontrolleri yapildi. Deney gruplari
ile karsilastirildi. Antikor ile verilen veri sayfasi ekinde prosediiriin nasil

uygulanacagl ve boyanma sonucunda boyanmanin pozitifligi bu sayfaya bakilarak

46



dogrulandi. Boyanan kesitlerdeki NF-kB aktivasyonu H skor ile degerlendirildi. H
skor incelemesinde hiicrelerin yiizdesi ve boyanma derecesi hesaplandi. Kesitler 151k
mikroskobunda (Leica DM 6000B, Wetzlar, Almanya) incelenerek boyanan
hiicrelerin  ylizdesi ve boyanma derecesi hesaplandi. Boyama derecesi 0;
boyanmamis, 1; az boyanmis, 2; orta derecede boyanmis, 3; ¢ok boyanmis olarak
degerlendirildi. Rastgele olarak ii¢ alanda tiim boyanma dereceleri igin yiizde
boyanmalar belirlendi. Bir alan i¢in boyanma dereceleri ile yiizdelerinin ¢arpilmasi
ile H skor elde edildi. 0 ile 300 arasinda elde edilen H skorundaki 300 degeri, %100
NF- kB giicli boyanan pozitif hiicreleri gostermektedir (3; cok boyanmis)
(Choudhury ve ark., 2010; Abueid ve ark., 2016).

H skor= (% hiicrelerin boyanma derecesi 1x1) + (% hiicrelerin boyanma derecesi

2x2) + (% hiicrelerin boyanma derecesi 3x3).

5.13 Midede Apoptozis Ol¢iimleri

Mide dokularinda histololojik doku takibi yapildiktan sonra apoptotik indeks
analizinin Ol¢iilmesi igin 5 um kalinliginda kesitler alind1 (Leica RM 2245 model;

Almanya) ve poly-L-lysine lamlara aktarildi.

Kesitler apoptotik indeksin degerlendirilmesi amaciyla TUNEL (TdT - mediated
dUTP nick end labeling; Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Germany) teknigiyle
immunohistokimyasal olarak boyandi. 37°C’de karanlik ve nemli ortamda 60 dakika
inkiibasyondan ve yikamadan sonra kesitleri 151tk mikroskobunda goriinlir hale
getirmek icin kesitlere POD (horseradish peroksidaz) ¢evirici (Roche Diagnostics;
Mannheim, Germany) eklenerek etiivde 37°C’de 30 dakika bekletildi. Dahra sonra
renklendirme igin %0,05 DAB (SkyTek; Utah, USA) karigimi1 kullanildi. Kesitler 151k
mikroskobu olan Leica DM 4000B mikroskobunda Stereoinvestigator 11,0 image
analiz programiyla (Microbrightfield, Colchester, VT, USA) incelendi. Sayim
sirasinda 3 farkl isaretleyici kullanildi. Apoptotik, nekrotik ve normal hiicreler ayri

isaretleyiciler ile isaretlendi. Her bir karede, sayim alani bias olmayacak sekilde
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belirlendi ve apoptotik indeks (%) apoptotik hiicre/toplam hiicre x 100 formiiliine

gore hesaplandi (Karakoyun ve ark., 2011).

5.14 istatistiksel Analiz

Calismadaki tim veriler ortalamatstandart hata seklinde ifade edildi.
Istatistiksel analiz, Mann-Whitney U parametrik olmayan test histolojik verileri ve
ANOVA ardindan diger parametreler i¢in Tukey-Kramer ¢oklu karsilastirma testleri
kullanilarak yapildi. Analizler i¢in Instat istatistiksel analiz programi (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) kullanildi. p degerinin 0,05’den kiigiik olmasi
(p<0,05) halinde veriler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1 Mide Lezyonlarinin Makroskopik Diizeyde Degerlendirilmesi

Kontrol grubuna (0,1 + 0,1 mm) gore iilser olusturulan gruba (33,1 + 5,1 mm),
bakildiginda iilser indeksi agisindan anlamli fark goézlendi (p<0,001) (Resim 2).
Ulser olusturulmus hayvanlara vitamin D3 6n tedavisi uygulandiginda (19,0 + 4,3
mm) ise tlser indeksinin iilser grubuna (33,1 + 5,1 mm) gore azaldigi gozlendi
(p<0,05) (Resim 3). Ulserli hayvanlara vitamin D3 6n tedavisine L-NAME
eklendiginde tek basina vitamin D3 uygulanmis gruba gore daha az iilser olustugu
gdzlendi (0,1 £ 0,1 mm; p<0,01). Ulserli hayvanlara vitamin D3 6n tedavisine NEM
veya glibenklamid eklendiginde tek basina vitamin D3 uygulanmis gruba gore
anlamli bir fark gozlenmemistir. Aksine, vitamin D3 ile birlikte indometazin
uygulandiginda ise tek basina vitamin D3 6n tedavisi almis ilserli gruba gore iilser

indeksi biiyiik oranda artmis olarak saptandi (45,3 = 6,0 mm) (Sekil 4).

Ulserli hayvanlara tek basma L-NAME (9,7 £ 2.6 mm) veya tek basina
glibenklamid (12,5 + 3,9 mm) uygulamas1 yapildiginda iilser oraninda azalma oldugu
gozlendi (p<0,05). Tek baslarina NEM (40,8 + 7,9 mm) ve indometazin (43,2 + 17,1

mm) uygulamasi sonucu ilser oranlarinda anlamli bir degisiklik saptanmadi.

Resim 2. Ulser grubuna ait rnek midenin makroskopik goriiniimii.

49



Resim 3. Vitamin D3 6n tedavisi uygulanmig ilser grubuna ait drnek midenin

makroskopik goriiniimii.
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Sekil 4. Deney gruplarinda mide lezyonlarimin makroskopik olarak incelenmesi sonucu elde
edilen iilser indeksi (mm) degerleri. Tiim veriler ortalama + standart hata seklinde ifade edildi. ™
p<0,001 kontrol grubuna kiyasla; * p<0,05 iilser grubuna kiyasla; * p<0,01 vitamin D3 6n tedavisi
verilmis dlser grubuna kiyasla.
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6.2 Mide Lezyonlarinin Mikroskopik Diizeyde Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda (Resim 4A) diizenli morfolojide mukozal ve submukozal yapilar
gozlendi. Ulser grubunda (Resim 4B) ciddi yiizey ve glandiiler epitel hasari, mukozal
kanama ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu gozlendi. Mide lezyonlarinin
mikroskopik skor degerlendirme sonuglarina bakildiginda tlser grubunda (10,67 +
0,67) kontrole gore (0,02 + 0,02) ortalama skorlar belirgin oranda fazlaydi (p<0,001).
Vitamin D3 (6,80 = 1,86) on tedavisi alan {ilser grubunda (Resim 4C) ve L-
NAME-+vitamin D3 (4,00 + 1,15) 6n tedavisi alan iilser grubunda (Resim 4D) hafif
diizeyde yiizey epitel hiicre hasari, orta diizeyde glandiiler epitel hiicre hasari,
vaskiiler konjesyon ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu gézlendi. NEM+vitamin D3
(8,00 = 1,41) 6n tedavisi alan iilser grubunda (Resim 4E), indometazin+vitamin D3
(8,50 £ 1,71) on tedavisi alan tlser grubunda (Resim 4F) ve glibenklamid+vitamin
D3 (8,00 £ 2,31) o6n tedavisi alan ilser grubunda (Resim 4G) ylizey miikiis
hiicrelerinde ve glandiiler hiicrelerde orta derecede hasar, vaskiiler konjesyon ve

inflamatuvar hiicre infiltrasyonu gozlendi.
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Resim 4. Deney gruplarina ait 6rnek mide dokularmin histolojik mikrograflari. Kontrol
grubunda (A), diizenli morfolojide yiizey miikiis ve glandiiler epitel goriilmektedir. Ulser grubunda
(B), ciddi diizeyde yiizey miikiis hiicrelerinde (ok) ve glandiiler hiicrelerde (okbasi) hasar, mukozal
kanama (*) ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (i) goriilmektedir. Vitamin D3 6n tedavisi alan iilser
grubunda (C), baz1 bolgelerde orta diizeyde yiizey miikiis hiicre hasar1 (siyah ok) ve bir¢ok bolge
oldukea diizenli morfolojide yiizey miikiis hiicreleri (beyaz ok), orta diizeyde geniglemis ve hasarli
glandiiler epitel (okbas1) ve vaskiilar konjesyon (*) goriilmektedir. L-NAME+vitamin D3 6n tedavisi
alan tlser grubunda (D), birgok bolgede oldukca diizenli yiizey miikiis hiicreleri (ok) ve glandiiler
epitelde genisleme ve glandiiler epitel hasar1 (siyah okbasi), bazi alanlarda oldukga diizenli glandiiler
epitel /beyaz okbasi), vaskiiler konjesyon (*) gorilmektedir. NEM+vitamin D3 (E),
indometazin+vitaminD3 (F) ve glibenklamid+vitamin D3 (G) alan iilser gruplarinda, bir¢ok alanda
yiizey miikiis hiicrelerinde (siyah ok) ve glandiiler epitelde orta derecede hasar (siyah okbast), bazi
alanlarda oldukga diizenli yiizey miikiis hiicreleri (beyaz ok) ve glandiiler epitel (beyaz okbasi), orta
diizeyde vaskiiler konjesyon (*) ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (i) goriilmektedir. H&E boyasi:
biiyiitme: x200.
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6.3 Midede Lipid Peroksidasyonun Degerlendirilmesi

Lipid peroksidasyonun gostergesi olan MDA seviyesi kontrol grubuna (2,40 + 0,23
nmol/gr) gore ilser olusturulan grupta (15,20 + 1,64 nmol/gr) yiiksek bulundu
(p<0,001). Vitamin D3 on tedavisi (7,63 = 0,31 nmol/gr) ile MDA diizeyinde azalma
gozlenmistir (p<0,001). Vitamin D3 ile birlikte L-NAME uygulanmast MDA
seviyelerinde sadece vitamin D3 almus iilser grubuna kiyasla daha fazla diisiise neden
olurken (5,68 + 0,28 nmol/gr; p<0,01); vitamin D3 ile birlikte NEM (8,99 + 0,51
nmol/gr; p<0,05) veya indometazin (15,10 £+ 1,13 nmol/gr; p<0,001) uygulamasi
MDA diizeylerini vitamin D3 ile tedavi edilen iilser grubuna gore arttirmistir (Sekil

5).
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Sekil 5. Deney gruplarinda mide doku orneklerinde malondialdehit diizeyleri. Tiim veriler
ortalama =+ standart hata seklinde ifade edildi. =~ p<0,001 kontrol grubuna kiyasla; *** p<0,001 iilser
grubuna kiyasla; * p<0,05, ™ p<0,01 ve *** p<0,001 vitamin D3 6n tedavisi almis iilserli gruba kiyasla.
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6.4 Midede Glutatyon (GSH) Diizeyinin Degerlendirilmesi

Kontrol grubuna (1,09 + 0,11 umol/gr) gore kiyaslandiginda iilser olusturulmus
grupta (0,69 £+ 0,09 umol/gr) glutayon diizeylerinde azalma gozlendi (p<0,05). Bu
gruba vitamin D3 6n tedavisi (1,33 + 0,16 umol/gr) uygulandiginda GSH diizeyinde
artis gozlendi (p<0,01). Indometazin+vitamin D3 alan iilser grubundaki GSH
diizeyinin (0,83 + 0,09 pumol/gr) sadece vitamin D3 alan iilser grubuna kiyasla

azaldig1 goriildi (p<0,05) (Sekil 6).
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Sekil 6. Deney gruplarinda mide doku dérneklerinde glutatyon diizeyleri. Tiim veriler ortalama +
standart hata seklinde ifade edildi. ~ p<0,05 kontrol grubuna kiyasla; ** p<0,01 iilser grubuna kiyasla;
# p<0,05 vitamin D3 6n tedavisi verilmis iilser grubuna kiyasla.

54



6.5 Midede Miyeloperoksidaz (MPO) Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Kontrol grubuna (4,68 + 0,49 U/gr) kiyasla {ilser olusturulmus grupta (20,96 + 0,86
U/gr) artmis diizeyde MPO aktivitesine rastlandi (p<0,001). Vitamin D3 6n tedavisi
alan tiilser grubunda MPO diizeyinin (8,81 + 0,41 U/gr), tedavi almayan iilser
grubuna kiyasla azalmis oldugu gozlendi (p<0,001). Vitamin D3 6n tedavisi ile
birlikte NEM (15,17 + 0,93 U/gr) veya indometazin (30,82 + 0,09 U/gr)
uygulandiginda vitamin D3’tn diistirdiigi MPO diizeylerinin tekrar arttign goriildi
(p<0,001) (Sekil 7).
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Sekil 7. Deney gruplarinda mide doku orneklerinde miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesinin
degerlendirilmesi. Tiim veriler ortalama + standart hata seklinde ifade edildi. =~ p <0,001 kontrol
grubuna kiyasla; * p<0,001 iilser grubuna kiyasla; *** p<0,001 vitamin D3 6n tedavisi uygulanmis
iilser grubuna kiyasla.
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6.6 Midede Siiperoksit Dismutaz (SOD) ve Katalaz Aktivitesinin

Degerlendirilmesi

Kontrol, iilser ve vitamin D3 6n tedavisi almis iilser gruplarinda mide SOD ve
katalaz aktiviteleri agisindan istatistiksel diizeyde anlamli bir fark gozlenmedi.
Vitamin D3 ile birlikte glibenklamid uygulanmasi (84,01 + 7,19 U/gr) tek basina
vitamin D3 6n tedavisi uygulanmis ilser grubuna (59,51 + 3,3 U/gr) ve tek basina
tilser (53,06 £ 6,13 U/gr) olusturulmus gruba gére SOD aktivitesini arttirdi (Tablo 4).

Tablo 4. Deney gruplarinda mide doku 6rneklerinde SOD ve Katalaz aktivitelerinin diizeyleri.
Tiim veriler ortalama + standart hata seklinde ifade edildi. o p<0,01 tilser grubuna kiyasla; ## p<0,01
vitamin D3 6n tedavisi almus iilser grubuna kiyasla.

Deney gruplar SOD (U/gr) Katalaz (U/mg)
Kontrol 60,01 + 8,90 7,74 +£0,38
Ulser 53,06 + 6,14 7,27 +0,21
Ulser + Tedavi gruplar

Vitamin D3 59,51+ 3,31 7,01 +0,13
Vitamin D3 + L-NAME 72,63+ 7,03 7,04 + 0,07
Vitamin D3 + NEM 63,33 + 6,85 6,97 +£0,10
Vitamin D3 + Indometazin 80,54 + 12,54 7,11+ 0,09
Vitamin D3 + Glibenklamid 84,01 +7,19 "% 7,14+ 0,06
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6.7 Serumda IL-1p ve IL-10 Diizeyi Ol¢iimleri

Kontrol ve iilser gruplarinda serum IL-1f diizeyleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi. Vitamin D3 6n tedavisi almis iilser grubunda kontrol
grubuna gore azalmis IL-1B diizeylerine rastland1 (p<0,01). Vitamin D3 +
indometazin 6n tedavisi alan tilser grubunda IL-1p seviyesinin tek basina vitamin D3
on tedavisi almig ilser grubuna gore anlamli diizeyde yliksek oldugu goézlendi
(p<0,05). Serum IL-10 diizeyleri agisindan deney gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi (Tablo 5).

Tablo 5. Deney gruplarlnda serumda IL-1p ve IL-10 sewyelerl Tiim veriler ortalama + standart
hata geklinde ifade edildi .  p< 0,01 kontrol grubuna kiyasla; p<0 05 vitamin D3 uygulanmus iilser
grubuna kiyasla.

Deney gruplari IL-1p (ng/ml) IL-10 (ng/ml)
Kontrol 691,70 + 139,30 197,20 + 30,39
Ulser 402,60 + 83,54 160,60 + 20,19

Ulser + Tedavi gruplar

Vitamin D3 222,00+ 40,81 146,10 + 28,31
Vitamin D3 + L-NAME 401,20 + 129,80 140,60 + 21,61
Vitamin D3 + NEM 260,27 + 80,71 267,90 + 69,06
Vitamin D3 + Indometazin 743,00 + 196,50 * 132,90 + 22,42
Vitamin D3 + Glibenklamid 108,50 + 23,31 172,90 + 23,67
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6.8 Midede Niikleer Faktor Kappa B (NF)-xB Ekspresyonu

Ulser grubunda kontrol grubuna gore NF-kB immiinhistokimya boyamada H skoru
degerinde anlamli bir artis gézlendi (p<0,001). Vitamin D3 6n tedavisi uygulanmis
tilser grubunda H skoru degerinin iilser grubuna kiyasla diislis gosterdigi goriildii
(p<0,05). Vitamin D3 + indometazin verilmis {ilser grubunda H skorunun iilser grubu

degerlerine geri dondiigii gozlendi (p<0,05) (Tablo 6 ve Resim 5).

Tablo 6. Deney gruplarinda mide doku 6rneklerinde NF-KB immiinhistokimya boyamas: ile
elde edilen H skoru degerleri. - p<0,001 kontrol grubuna kiyasla; ¥ p<0,05 iilser grubuna kiyasla;
# p<0,05 vitamin D3 6n tedavisi verilmis iilser grubuna kiyasla.

Deney Gruplan H Skoru
Kontrol 1,60 = 0,68
Ulser 20,20+ 1,247

Ulser + Tedavi gruplar

Vitamin D3 12,20 £2,06 *
Vitamin D3 + L-NAME 10,60 + 0,24
Vitamin D3 + NEM 15,00 + 2,32
Vitamin D3 + indometazin 22,20+2,39 "
Vitamin D3 + Glibenklamid 13,00 + 1,00
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Resim 5. Deney gruplarmma ait érnek mide dokularinda NF-KB ekspresyonunu gosteren
fotograflar. Gruplar: Kontrol (A), iilser (B), vitamin D3 + iilser (C), vitamin D3 + iilser + L-NAME
(D), vitamin D3 + iilser + NEM (E), vitamin D3 + iilser + indometazin (F), vitamin D3 + {lser +
glibenklamid (G). Kesitlerde mukoza tabakasi (siyah yildiz), submukoza tabakasi (beyaz yildiz)
olarak gosterilmistir. Ulser grubunda NF-kB ekspresyonunun hem mukoza hem de submukoza
tabakasinda yogun oldugu goriilmektedir. Biiyiitme: x20; bar=120 um.
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6.9 Midede Apoptozun Degerlendirilmesi

Ulser grubunda kontrol grubuna kiyasla apoptotik indeks (%) degerlerinin anlamli
diizeyde yiiksek oldugu saptandi (p<0,001). Vitamin D3 6n tedavisi uygulanmis iilser
grubunda tedavisiz iilser grubuna gore apoptoz oraninda anlamli derecede azalma
(p<0,05) goézlendi. Vitamin D3 6n tedavisi ile birlikte indometazin verilmis tlserli
grupta tek basmna vitamin D3 6n tedavisi uygulanmis iilser grubuna gore apoptoz

oraninda artig (p<0,05) saptandi (Tablo 7 ve Resim 6).

Tablo 7. Deney gruplarina ait mide doku érneklerinde apoptoz indeksinin degerlendirilmesi.
p<0,001 kontrol grubuna kiyasla; " p<0,05 iilser grubuna kiyasla; # p<0,05 vitamin D3 6n tedavisi
verilen iilser grubuna kiyasla.

Deney Gruplar: Apoptotik indeks (%0)
Kontrol 2,82 +0,25
Ulser 9,16+0,32""

Ulser + Tedavi gruplar

Vitamin D3 5,88 £0,24"
Vitamin D3 + L-NAME 7,16+0,64
Vitamin D3 + NEM 6,28 £ 0,47
Vitamin D3 + Indometazin 9,42 +0,28"
Vitamin D3 + Glibenklamid 6,38 + 0,38
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Resim 6. Deney gruplarma ait 6rnek mide dokularinda TUNEL pozitif apoptotik hiicreleri
gosteren fotograflar. Gruplar: Kontrol (A), iilser (B), vitamin D3 + dilser (C), vitamin D3 + iilser + L-
NAME (D), vitamin D3 + iilser + NEM (E), vitamin D3 + iilser + indometazin (F), vitamin D3 +
iilser + glibenklamid (G). TUNEL pozitif hiicreler beyaz ok basi ile gosterilmistir. Mide tunika
submukozasi beyaz yildiz ile gosterilmistir. Bilyiitme: x40; bar=250 pm.
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7. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda, hidroklorik asit/etanol modeliyle olusturulan mide iilserine 1,25-
dihidroksi-vitamin  D3’tin  etkilerini ve bu etkilerin olasi1 mekanizmalari
arastirilmistir.  Hidroklorik asit/etanol bilesigine maruz kalan sicanlarin mide
mukozalarinda artmis lipid peroksidasyonu, notrofil infiltrasyonu, NF-kB
ekspresyonu ve apoptoz orani ile azalmis endojen anti-oksidan glutatyon diizeyleri
gibi ciddi hasar bulgular1 gozlenmistir. Calismamizin histolojik ve biyokimyasal
sonuglari, siganlara iilser olusturulmadan 6nce 14 giin boyunca intraperitoneal olarak
verilen 0,25 pg/kg vitamin D3’iin, hidroklorik asit/etanol ile olusturulan ilser
modelinde; doku lipid peroksidasyonunu azaltmasi, glutatyon diizeyini arttirmasi,
miyeloperoksidaz seviyesindeki artis1 azaltmasi, NF-kB ve apoptoz oranlarindaki

artiglar1 azaltmasi sonucunda yararl etkileri oldugunu gostermistir.

Gastrik iilser toplumda ¢ok yaygin olarak goriilen, kronik bir hastaliktir. Midenin
mukozal yiizeyinin inflamasyonu, irritasyonu veya erozyonu gastrit olarak
nitelendirilir ve hafif asemptomatik formundan agir lilseratif forma kadar degiskenlik
gosterebilir (Webster-Gandy, 2012). Gastrik iilser ve duodenal iilser, gastroduodenal
mukozay1 etkileyen saldirgan ve koruyucu faktdrler arasindaki dengesizligin bir
sonucu olarak meydana gelmektedir (Feldman ve ark., 2002; Hooderwerf ve
Pasricha, 2006). Midede hidroklorik asit (HCI), safra refliisii, gesitli icerik ve
sicaklikta yiyecekler, mikroorganizmalar, alkol ve NSAII gibi luminal igerigi
hasarlayict ajanlara karsi ¢ok sayida gastroduodenal savunma mekanizmalari
mevcuttur. Bunlar miikiis-bikarbonat bariyeri, yiizey epitel hiicreleri, mukozanin
yenilenmesi, kan akimi, asit-baz dengesi, endojen siilfidriller ve epidermal biiylime
faktorii gibi faktorlerdir (De Luca ve Cantorna, 2001, Mathieu ve Adorini, 2002,
Miller, 1987). Gastrik mukozal kan akiminin gastrik mukozal hasara kars1 6nemli bir
faktor oldugu ve lokal saliverilen prostaglandinler, noéropeptidler ve NO gibi
vazodilatator mediyatorlerin mukozal direnci saglamada onemli etkilerinin oldugu
ileri stiriilmiistir (Whittle, 1992). Daha 6nce yapilan bazi ¢aligmalarda radikal
oksijen tiirevleri ve serbest radikallerin gastrik {ilser patofizyolojisinde rol oynadigi

gosterilmistir (Bandyopadhyay, 2002). Bunlarin disinda bazi endojen faktorler olan
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NO ve siilfidril gruplarin iilser patogenezinde yer aldigr gosterilmistir (Tsukimi ve
ark., 2001). Mide mukozasinda prostaglandinlerin ve ATP duyarli potasyum
kanallarinin agilmasiin bikarbonat ve miikiis sekresyonunu uyardigi, mukozal kan
akimini saglayip asit sekresyonunu 6nledigi bildirilmistir (Rainsford, 1978; Garcia
ve ark., 1997).

Calismamizda kullanmis oldugumuz ilser modeli olan asidifiye etanol
uygulamasi sican midesinde nekrotik lezyonlar olusturmaktadir. Uygulama
sonrasinda gastrik kan akiminda meydana gelen yavaslama gastrik mukozada iilser
ve hemorajiye neden olmaktadir (Phull ve ark., 1995). Etanol uygulamasi direk
toksik etkileri indiiklemekte, miikiis ve bikarbonat salinimini azaltmakta ve mukozal
kan akimim diisirmektedir (Mincis ve ark., 1995; Samonia ve ark., 2004). Ek olarak
lipid peroksidasyonunu arttirmakta, reaktif oksijen tiirevlerini ¢ogaltmakta,
antioksidan sistem aktivitesini azaltmakta, permeabilite degisikliklerine yol agmakta
ve mitokondri membran1 depolarizasyonunu degistirerek  hiicreyi  6liime
stiriiklemektedir (Repetto ve Llesuy, 1995; Oliveira ve Da Silva, 2012). HCI ise,
gastrik lezyon olusumunu hizlandirmakta ve mukozal korumay1 azaltmaktadir (Sun

ve ark., 1991).

Vitamin D3, giines 15181 ile temas sonucu deride iretilen, yagda ¢oziinen,
sekosteroid yapida bir prohormondur. Vicutta cesitli metabolik degisikliklerle
kalsitriol olarak bilinen, kalsiyum ve fosfat metabolizmasinda 6nemli rol oynayan bir
hormona doniisiir. Major fonksiyonu plazma kalsiyum seviyesini diizenlemek olup
diger gorevleri arasinda kemik rezorbsiyonunu arttirmak, parathormon sentezini
azaltmak, insilin yapimini arttirmak, renin sentezini azaltmak, kalp kasi
kontraktilitesini arttirmak gibi sistemik etkilerinin yani sira T lenfosit aktivasyonu ile
sitokin salinimi ve B lenfosit aktivasyonu ile immiinglobulin sentezi gibi
immiinmodiilator etkileri de vardir (Caliskan ve ark., 2012). Vitamin D3
multisistemik etkileri ve 0Ozellikleri nedeniyle bir¢ok inflamasyon modellerinde
calistlmis bir molekiildiir. Calismamizda akut mide tilser modelini kullanarak
vitamin D3’lin lezyon olusumu iizerine etkilerini ve etki mekanizmalarini
mikroskopik ve makroskopik diizeylerde, antioksidan parametreler diizeyinde,

immiinolojik olarak da sitokin seviyeleri ve apoptoz diizeylerinde degerlendirdik.
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Calismamizda {lser olusturulan sicanlarda mide dokusunda makroskopik
diizeyde hasar ve mikroskopik degerlendirmesinde yiizey miikiis hiicrelerinde ve
glandiiler hiicrelerde onemli 6lgiide hasar, mukozal kanama ve inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu goriildii. Bu gruba vitamin D3 06n tedavisi verildiginde makroskopik
olarak iilser boyutlarinda anlamli bir azalma goriildii. Bu azalig vitamin D3 yanina
NOS inhibitérii L-NAME eklendigi zaman daha da belirginlesirken indometazin
eklendiginde ise ortadan kalkti. Benzer sekilde, mikroskopik degerlendirmede de
vitamin D3 6n tedavisi verilmis iilser grubunda tedavisiz iilser grubuna kiyasla daha
hafif inflamasyon bulgulari saptandi.

Serbest oksijen radikallerinin  olusturdugu doku hasarinin en Onemli
mekanizmasi hiicre zarlarinda bulunan lipidlerin peroksidasyonudur. Normal saglikli
dokuda diizeyi ¢ok diisiik olan lipid peroksidasyonundaki artis serbest oksijen
radikallerinin olusturdugu hasarm gostergesi olarak diisiiniilebilir (Ozaras ve ark.,
2000). Hidroksil radikallerinin doymamus lipitlerle reaksiyona girmesi lipid
peroksidasyonunu bagslatir ve lipid radikalleri olusturur. Bu radikaller ¢ift baglarinda
olusan degisiklik sonucunda dien konjugata; sonrasinda da oksijen varliginda
sirastyla  lipid hidroperoksiradikale ve lipid endoperoksiradikale donisiir.
Endoperoksiradikal ya diger lipidleri okside edip lipid hidroperoksit ve lipid radikali
olusturur; ya da oksijen ve demir varliginda lipid alkoksiradikale doniisiir. Bunun
yikilmasi sonucunda da alkil radikal, lipid aldehit ve MDA son fiirlinleri olusur.
Bunlarin sonucunda detoksifiye edilemeyen reaktif oksijen radikalleri (ROS)
oncelikle membran lipidlerini okside eder; boylece hiicrenin biitiinligi ve
fonksiyonlarm1  bozmus olur (Atalay ve Leaksonen, 2002). Bu lipid
peroksidasyonuna yanit olarak doku glutatyon gibi anti-oksidan savunma
mekanizmasin1 harekete gecirip ortamdaki reaktif oksijen radikallerini azaltir ve
inaktive eder. Gastrik mukozada da karacigerle kiyaslanabilecek miktarlarda yiiksek
konsantrasyonlarda glutatyon mevcuttur (Boyd ve ark., 1997). Yapilan ¢alismalarda
gastrik iilser modellerinde hasar olusturulmus dokularda kontrol grubuna gore daha
fazla lipid peroksidasyonu goriildiigii belirtilmistir (Laine ve ark., 2008). Bizim
caligmamizda ilser olusturulmus siganlarda MDA seviyeleri kontrol grubuna gore

benzer sekilde yiiksek bulunurken bu yiikseklik vitamin D3 6n tedavisi ile birlikte
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onemli derecede azaldi. Bu diislis vitamin D3 0n tedavisi ile birlikte L-NAME
verildiginde daha belirginlesirken indometazin verildiginde ortadan kayboldu.
Yapilan c¢alismalarda prostoglandinlerin intraliiminal aside karsi bikarbonat
sekresyonunun diizenlenmesinde 6nemli bir role sahip oldugu, mukus sentezini ve
gastrik sivi i¢ine mukus salgilanmasini stimiile ettikleri gosterilmistir (Wallace ve
Ritchie, 1989). Ortamda prostaglandin azaldiginda miikiis ve bikarbonat salinimimda
azalma, asit sekresyonunda artis, gastrik kan akiminda azalma, notrofil aktivasyon ve
infiltrasyonunda artis meydana getirerek ROS {iretimine ve lipid peroksidasyonuna
yol agmaktadir. indometazin gibi NSAIl’ler siklooksijenaz aktivitesini ve endojen
prostaglandin yapimini azaltirlar (Ashley ve ark., 1985; McCafferty ve ark., 1995;
Fiorucci ve ark., 2003; Wallace ve Devchand, 2005). Etanol gastrik mukozada
veniillerin ~ konstriksiyonu  araciligiya hasar olusturmaktadir ve ekzojen
prostaglandinler bu etkiyi geri dondiiriirler (Saeki ve ark., 2004). Calismamizda
indometazin verilen ilser grubunda makroskopik gastrik lezyonlarin daha da arttigi
ve vitamin D3 verilen grupta ise vitamin D3’lin mide koruyucu etkisini azalttig
gbzlenmistir. Ayrica, vitamin D3 + indometazin verilen iilser grubunda yiiksek 1L-18
diizeylerine rastlanmistir. Siklooksijenaz inhibisyonu etanoliin iilser olusturucu
potansiyelini siddetlendirmektedir diyebiliriz. Ortamda indometazin varliginin lipid
peroksidasyonunu daha da arttirmasi vitamin D3’tin  koruyucu etkisinin
prostoglandin yolag:1 iizerinden olabilecegini akla getirmektedir. NO yolaginin
inhibisyonu ile de MDA seviyelerinde diisiis gozlendi. Vitamin D3’iin gastrik
dokuda koruyucu etkisinde NO’nun roliinii degerlendirmek adina spesifik olmayan
NOS inhibitorii olan L-NAME kullanildi. Sonuglar arasinda L-NAME’nin gastrik
hasar seviyesinde ciddi bir diisiis olusturdugu ve bu durumun vitamin D3 varlifinda
daha da belirgin oldugu gozlenmistir. Yapilmis ¢aligmalarda NOS inhibisyonunun
midenin etanol hasarina duyarliligini arttirdigi ya da NO serbestleyen ajanlarin etanol
indiiklii mide lezyonlarina karsi koruyucu oldugu bildirilmistir (Kawano ve ark.,
2000), fakat calismamizda ¢ikan farkli sonu¢ L-NAME’nin NOS inhibisyonundan
farkli bir mekanizma ile etki ettigini diisiindiirtebilir. Ornegin, yapilmis bir calismada
L-NAME’in muskarinik reseptorler iizerinde antagonistik etkisinin oldugunu ve bu
etkinin L-arjinin tarafindan degistirilemeyecegini bildirmislerdir (Buxton ve ark.,

1993). Daha once yapilmis calismalarda NO’nun gastrointestinal mukozal hasar
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tizerine koruyucu etkisi gosterilmistir ve bu durum serbest radikal detoksifikasyonu,
16kosit adhezyonunun 6nlenmesi ve mikrosirkiiler hemodinamisini diizenlemesi ile
iliskilendirilmistir (Kubes ve ark., 1991). Yine baska bir ¢alismada NO ve
siiperoksitlerin kimyasal reaksiyonu ile iiretilen peroksinitritler gastrointestinal
mukozada bariyer disfonksiyonuna neden oldugu ileri siiriilmiistiir (Greenacre ve
ark., 2001). Bizim ¢alismamizda kullandigimiz inflamasyon modelinde vitamin D ve
NO iliskisine benzer bir sekilde Djereba ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢aligmada
Behget hastaligimin aktif donemindeki hastalarda vitamin D3 diizeyleri diisiik
saptanmig ve bu durum artmis NO miktariyla iligkilendirilmistir. Vitamin D3’tin NO
sentezini inhibe ettigi belirtilmistir (Djereba ve ark., 2017). Bu sekilde farkli
sonuclarin ¢ikmasi vitamin D3 ile NO arasindaki iligkiyi gosterecek daha fazla
calismaya ihtiya¢ oldugunun bir kanitidir.

Etanol uygulamasi ile olusturulan akut gastrik hasardaki nekrotik lezyonlardaki
artis birden fazla etkenle olusmaktadir. Etanol uygulamasi direkt toksik etkiler
olusturmasimin yani sira miikiis {iretimi ve bikarbonat salgilanmasinda azalmaya;
ayrica damar duvarlarin1 yikarak kan akiminda azalmaya neden olmaktadir
(Samonina ve ark., 2004). Ek olarak bu model lipid peroksidasyonunu ve reaktif
oksijen tiirevlerinin olusumunu arttirmakta; antioksidan sistem aktivitesini
azaltmakta ve mitokondri membran depolarizasyonunu bozarak hiicreyi o6liime
stiriiklemektedir (Repetto ve Llesuy, 2002). Bu iilser modeline HCI eklenmesiyle ise
gastrik lezyon olusumu hiz kazanmakta ve yogunlagmakta; kimyasal ajanlara kars1
mukozal koruma zayiflamaktadir (Sun ve ark., 1991). Glutatyon ve bunun yapimi ve
yikimindaki enzimler gastrik mukoza antioksidan savunma sisteminin Onemli
bilesiklerindendir. Vitamin D3’ilin inflamasyon modellerinde antioksidan sisteme
olan etkisinin incelendigi ¢aligmalar yapilmigtir. Yapilan bir arastirmada yiiksek
yagh diyetle obezite olusturulan sicanlarda vitamin D3 kardiyak oksidatif stresi ve
inflamasyon parametrelerini iyilestirmistir. Bu parametreler arasinda glutatyon
peroksidaz (GPx), siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz gibi antioksidan sistemin
onemli molekiilleri yer almistir (Farhangi ve ark., 2017). Katalaz, hidrojen peroksitin
su ve oksijene yikiminmi hizlandiran ve bazi metabolik islemler sonrasinda ortamda
radikal oksijen tiirevlerinin birikimini kontrol eden bir enzimdir (Halliwell, 1990).

Literatiirde vitamin D uygulamasi sonrasinda siiperoksit anyonlarmin en Onemli
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temizleyicilerinden GPx ve SOD aktivitelerinde artis goriilmiistiir (Taheri ve ark.,
2010). Ayrica vitamin D3’lin antioksidan 6zellikleri arasinda lipid peroksidasyonunu
azaltmasi, nikotinamid adenin dintikleotid fosfat (NADPH) enzim ekspresyonunu
baskilamasi, hidrojen peroksit sonrasi olusan stres aracili endotel hasarin1 azaltmasi,
ekstrinsik kaspaz zinciri aktivasyonunu engellemesi, MEK/ERK/SIRT-1 aksini
baglatmasi ve radikal oksijen tiirleri olusumunu engellemesi sayilabilir (Uberti ve
ark., 2014). Bizim c¢alismamizda glutatyon diizeylerine bakildigi zaman iilser
olusturulan grupta kontrol grubuna gére mide glutatyon seviyesinde anlamli bir
diisiis gozlenirken bu diislis vitamin D3 6n tedavisi verildigi zaman ortadan kalkarak
glutatyon seviyelerinde artis gosterdi. Vitamin D3 ile birlikte indometazin
verildiginde ise glutatyon diizeyindeki bu artis anlamli olarak geriledi. Indometazin
uygulandigr zaman cogu parametrenin daha katiilestigini gérmekteyiz; bu durum
bize vitamin D3’iin antioksidan etkilerini gergeklestirirken prostaglandin yolagina
ihtiya¢ duydugunu diistindiirmektedir.

Myeloperoksidaz (MPO) enzimi basta nétrofillerde daha diisiik oranda da
monosit ve makrofajlarda bulunan bir enzimdir. Doku MPO aktivitesi direkt olarak
inflamasyonlu dokudaki notrofil diizeyi ile orantilidir (Roumegue’re ve ark., 2009).
Hasarli dokuya inflamatuvar hiicrelerin gelmesi ve aktivasyonuyla lipid
peroksidasyonu artis gosterir ve Ozellikle nétrofiller ortama yikict proteolitik
enzimlerini serbestlerler. HCl/etanol ile tetiklenen gastrik hasarda notrofil
infiltrasyonu onemli role sahiptir (Santin ve ark., 2013). Calismamizda iilser
grubunda kontrole gore yiiksek mide MPO diizeyleri tespit edilirken vitamin D3 6n
tedavisi ile MPO diizeylerinde anlamli derecede azalma goriildi. Vitamin D3 ile
birlikte indometazin uygulandiginda MPO seviyelerinde yalnizca vitamin D3
uygulanmis tlilser grubuna gore anlamli bir artis saptanmistir. Calismamizin sonuglari
arasinda iilser grubunda artmis gastrik MPO aktivitesinin vitamin D3 uygulamasi ile
Oonemli oranda azalmasi, vitamin D3’{in llser oranindaki azalis1 nétrofil toplanmasini
inhibe ederek gergeklestirdigini gostermektedir. Literatiirde yer alan caligmalarda
gosterilmistir ki etanol gastrik mukozada protein olmayan siilfidril gruplarmi ve
katalaz seviyelerini azaltmaktadir (Pongpiriyadacha ve ark., 2003). Bilindigi iizere
protein olmayan siilfidril gruplari miikiis alt initeleri arasinda disiilfid baglar

olusturarak ayrismasini Onlemekte ve serbest radikalleri ortamdan temizlemektedir
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(Avila ve ark., 1996). Yine baska bir ¢alismada mukozal protein olmayan siilfidril
gruplarinin  muhtemelen gastrik mukozada serbest radikal miktarini azaltmasi
etkisiyle rol alan endojen hiicre koruma molekiilleri oldugu belirtilmistir (Szabo ve
ark., 1981). Calismamizda vitamin D3’iin tilserde MPO diizeyini azaltici etkisinin
NEM varliginda bozulmasi vitamin D3’ilin siilfidril gruplan tizerinden koruyucu bir
mekanizmayla etki ettigini diislindiirmektedir. NEM varliginda lipid peroksidasyonu
miktarinda da benzer bir degisiklik gozlemis olmamiz bunu desteklemektedir.
Benzer durum vitamin D3 ile birlikte indometazin uygulandiginda goriildi. Vitamin
D3’iin tek basina MPO seviyelerini azaltici etkisi indometazin eklendiginde ortadan
kalkmustir.

Calismamizda vitamin D3’iin anti-iilserojen etkisi {izerinde Katp kanallarinin
rolii Katp kanal blokeri glibenklamid kullanilarak arastirilmistir. Katp kanallari
gastrik kan akimi, diizenlenmesi ve kontraktilitesi gibi midenin fizyolojik
fonksiyonlarinda (Garcia ve ark., 1997) rol alan proteinler olup ¢alismamizda
vitamin D3’{in mide koruyucu etkisi lizerinde anlaml1 bir fark olusturmamistir. Bu
sonug dogrultusunda Karp kanallarinin vitamin D3’iin mide koruyucu fonksiyonunda
bir rolii olmadig1 sonucu ¢ikartilabilir.

Vitamin D’nin T hiicreleri, interferonlar, interlokinler ve sitokinler gibi immiin
sistemin ¢ogu ara elemanina olan etkileri daha dnce gosterilmistir (Hewison, 2012).
Daha oOnce yapilan c¢aligmalarda, vitamin D eksikligiyle inflamatuvar bagirsak
hastaligi arasinda iliski oldugu ortaya konulmustur (Wu ve Sun, 2011).
Trinitrobenzen stilfonik asit ile indiikklenen kronik kolit modelinde vitamin D
analoglariyla inflamasyonda azalma oldugu gozlenmistir. Bu azalma mikroskopik ve
makroskopik diizeylerde diizelme, kilo alimi ve kolite 06zgli immiinolojik
parametrelerde diizelme ile anlasilabilmistir (Daniel ve ark., 2008). Benzer sekilde,
dekstran sodyum siilfat ile indiiklenen kolit modelinde D vitamini eksikligi olan
farelerde inflamatuvar sitokinlerin mRNA ekspresyonlarinin D vitamin miktarlar
yeterli diizeyde olanlara kiyasla daha fazla oldugu goriilmistiir (Lagishetty ve ark.,
2010). Baska caligmalarda vitamin D3’iin TNF-a ‘ya karsi antagonist etkisinin
mevcut oldugu bildirilmis olup; farkli doku ve organlarda vitamin D3’tin TNF-a’y1
hedef alarak konsantrasyonunu azattigi gosterilmistir (Zhu ve ark., 2005).

Calismamizda kontrol ve tedavisiz iilser gruplari arasinda serum proinflamatuvar
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sitokin IL-1p ve anti-inflamatuvar sitokin IL-10 diizeyleri ag¢isindan anlamli bir fark
olmadig1 gozlenmistir. Diger taraftan vitamin D3 tedavisi alan {ilser grubunda serum
IL-1B diizeyinin kontrol seviyesinin de altinda olmas1 ilgi g¢ekicidir. Indometazin
tedavisi vitamin D3’lin bu yondeki etkisini ortadan kaldirarak yiliksek seviyelere
tagimistir.

Calismamizda ayrica vitamin D3’iin iilserli mide dokusunda apoptoz ve NF-xB
ekspresyonu iizerine etkileri de calisilmistir. Oksidan stres ve eslik eden bozulmus
redoks durumu mide mukozasinda indiiklenebilir bir transkripsiyon faktorii olan NF-
kB aktivasyonu ile iliskilidir. NF-xB ¢ok fazla sayida genin transkripsiyonunun
diizenlenmesinde, ayrica inflamasyon ve apoptoz gibi ¢ok sayida hiicresel islevlerde
onemli rol oynar (Bindu ve ark., 2013). Calismamizda iilser grubunda kontrole gore
artmis apoptoz ve artmis NF-kB ekspresyonu gozlemledik. Vitamin D3 6n tedavisi
ile her iki parametrede iilser grubuna kiyasla anlamli azalmalar tespit ettik. Vitamin
D3 ile birlikte L-NAME verildigi zaman NF-kB diizeyindeki diisiis daha da artis
gosterdi. Calismamizin immiin boyama ve H skoru sonuglari gostermistir ki
HCl/etanol uygulamasi gastrik tlserde artmig NF-kB aktivasyonunu bildiren daha
onceki caligmalarda (Li ve ark., 2013) oldugu gibi NF-xB  ekspresyonunu
arttirmistir. Bu artisin vitamin D3 ile baskilanmasi vitamin D3’iin gastrik dokudaki
bu koruyucu etkisinin NF-kB baskilanmast ile iligkili olabilecegini diistindiirtmiistiir.

Inflamasyon ortaminda ROS mitokondri membranina hasar vererek apoptoz
kompleksinin bir parc¢asi olan sitokrom c serbestlenmesine neden olur. Ayrica, ROS
lizozomlarin yikimina neden olarak kaspaz aktivasyonu saglayan kathepsin
serbestlenmesine neden olur. Apoptoz ile iliskili biyolojik ve morfolojik degisiklikler
mitokondri ve kaspaz bagimli sinyal yolagi araciligiyle meydana gelir (Trinidad ve
ark., 2011). Calismamizin sonuglari arasinda gastrik {ilser grubunda artmis TUNEL
boyama vitamin D3 06n tedavisi ile birlikte Onemli oranda azaldi. Yapilmis
caligmalarda gosterilmistir ki hiicre proliferasyonunu, farklilasmasini ve apoptozu
diizenleyen gen kodlayici proteinler vitamin D3 ile iliski igerisindedirler (Chu ve
ark., 2010). Apoptoz grubunda vitamin D3 ile birlikte indometazin uygulamasi
vitamin D3’{in apoptoz azaltic1 etkisini geriye dondiirdii. Literatiirde kanser modelli
inflamasyon ¢aligmalarinda vitamin D3 apoptoz miktari1 arttirirken kendi

caligmamizda azaltici bir etkiye rastadik (Yang ve ark., 2017). Aksine, vitamin
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D3’lin anti-apoptotik rolii pulmoner epitel hiicrelerinde (Shi ve ark., 2016) ve 2,4,6-
trinitrobenzen siilfonik asit indiiklii sigan kolit modelinde (Zhu ve ark., 2015) kaspaz-
3 ve p53 ekspresyonlari inhibisyonu araciliiyla gosterilmistir. Bu durumun hiicreyi
apoptoza stiriklemeden once niikleer diizeyde koruyucu mekanizmalarla
inflamasyonu geriye dondiirecek bir rolii olup olmadigini gérmek adina ek ¢aligmalar
yapilmalidir. Daha 6nce yapilan calismalarda vitamin D3 ile NF-kB arasindaki
antagonist iligkinin niikleer diizeyde NF-kB’nin p65 alt iinitesi ve IL-8 promotor
bolgesi ekspresyonlart araciligiyla oldugu belirtilmistir (Tan ve ark., 2008). Fakat
kendi c¢aligmamizda bu parametreler degerlendirilmemis olup yapilacak farkli bir
arastirma ile aralarindaki iliski bu model {izerinden gosterilebilir. Literatiirde vitamin
D3 ile inflamasyon ve immiin sistem arasindaki iliskiler IL-1a, IL-2, IL-6, IFN-y,
TGF-B, IGF-1, E-kaderin, B-kadenin, I1L-8, IL-17, TLR-9 gibi bir¢ok farkli parametre
tizerinden degerlendirilmistir (Samuel ve ark., 2008; Wu ve ark., 2011; Bruce ve
ark., 2011).

Sonug olarak, bu ¢alisma HCl/etanol ile olusturulmus gastrik mukozal hasara
karsi vitamin D3’lin gastrik mukozayr korudugunu ilk defa gosteren c¢alisma
niteligindedir. Bu koruyucu roliin mekanizmasi vitamin D3’lin etanol indiiklii
inflamatuvar reaksiyon, oksidatif stres ve hiicresel apoptoz diizeylerini azaltici
etkisiyle iliskilendirilebilir. Bu ¢aligmanin sonuglar1 vitamin D3 6n tedavisinin anti-
inflamatuvar ve anti-oksidan etkileriyle sigan asidifiye etanol ile olusturulan mide
tilserinde koruyucu oldugunu ortaya koymaktadir. Vitamin D3’iin bu etkilerinde NO
ve/veya prostaglandinlerle etkilesiminin agiklifa kavusturulabimesi icin reseptor

diizeyinde ek calismalara ihtiyag¢ vardir.
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