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OZET

INDOMETAZIN iLE OLUSTURULAN GASTRIK ULSER MODELINDE
OLEUROPEININ DNA HASARI VE OKSIDATIF STRES UZERINDEKI
ETKIiSI

Yavas A. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmakoloji ve
Toksikoloji Programi Doktora Tezi, Aydin, 2019.

Nonsteroid anti-inflamatuar ilaglarin (NSAII) yaygin kullanimi gastrik iilser ve iist gastrik
sistem kanamalar1 gibi gastrointestinal yan etkilere sahiptir. Oleuropein, zeytinde bulunan ve
Akdeniz diyetinde siklikla tiiketilen antioksidan bir maddedir. Bu g¢alismada oleuropeinin
gastrik koruyucu etkisini arastirmak i¢in indometazin ile olusturulan {ilser modeli
kullanilmigtir. Oleuropein aktivitesinde yer alan mekanizma igin antioksidan seviyeleri,
biiylime faktorleri ve DNA hasar1 analiz edilmistir.

Sicanlar kontrol grubu, iilser grubu (25mg/kg indometazin), oleuropein (12 mg/kg) grubu, 6n
tedavi lansoprazol (30 mg/kg) alan iilser grubu (referans anti-iilser ilag), 6n tedavi oleuropein
(6-12-18 mg/kg) alan iilser grubu olmak tizere yedi gruba ayrildi (n=8)..

Sonuglar oleuropeinin (6 mg/kg-12mg/kg-18mg/kg) sirasiyla %94.33, %96.09 ve %96.77
oraninda anti-iilser etkisi oldugunu gosterdi. Indometazin uygulamas: lipid peroksidasyon
(MDA) ve miyeloperoksidaz (MPO) seviyelerini artirirken, siiperoksit dismutaz (SOD) ve
glutatyon (GSH) diizeylerini anlamli derecede diisiirdii. Ote yandan, oleuropein (18 mg/kg) ile
on tedavi goren siganlarin GSH ve SOD seviyeleri artti, MDA ve MPO seviyeleri azaldi.
Oleuropein (18 mg/kg) uygulamasi, diger tedavi gruplari ile karsilastirildiginda, gastrik {ilser
grubunda % Tail DNA ve ortalama kuyruk momentini 6nemli 6lgiide azaltti. Oleuropein (18
mg/kg) EGF, EGFR, VEGF, VEGFR1 ve VEGFR2nin mRNA ekspresyon seviyelerini
arttirdi. Gastrik dokularm histopatolojik goriintiileri biyokimyasal ve molekiiler bulgular ile
uyumlu oldugu belirlendi.

Bulgularimiz, oleuropeinin, sicanlarda indometazinin neden oldugu gastrik iilser ve oksidatif

strese kars1 koruyucu bir etkiye sahip olabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Comet metodu, gastrik iilser, oleuropein, oksidatif stres.



ABSTRACT

THE EFFECT OF OLEUROPEIN ON DNA DAMAGE AND OXIDATIVE
STRESS IN GASTRIC ULCER MODEL WITH INDOMETHACIN

Yavas A. Aydin Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Pharmacology
and Toxicology Doctoral Thesis, Aydin, 2019

The commonly use of Nonsteroid anti-inflamatuar drugs (NSAIDs) have gastrointestinal (Gl)
side effects such as gastric ulcer and upper Gl bleeding. Oleuropein is an antioxidant
compound commonly consumed as olive in Mediterranean diet. In order to evaluate the
gastroprotective effect of oleuropein, an indomethacin-induced ulcer model has been applied
in this study. Antioxidant levels, growth factors and DNA damage have been analyzed for the
mechanism involved in oleuropein activity.

Rats were allocated into a control group (n=8), an ulcer group indomethacin (25 mg/kg), an
oleuropein (12 mg/kg) group, an ulcer group pretreated with lansoprazole (30 mg/kg) as a
reference anti-ulcer drug, an ulcer group pretreated with different doses of oleuropein (6-12-
18 mg/kg).

The results showed that oleuropein (6mg/kg-12mg/kg-18mg/kg) exhibited significantly anti-
ulcer effect 94.33%, 96.09%, 96.77%, respectively. While indomethacin administration
increased the levels of lipid peroxidation (MDA) and myeloperoxidase (MPO), significantly
decreased superoxide dismutase (SOD) and glutathione (GSH) levels. On the other hand,
GSH and SOD levels of rats pretreated with oleuropein (18 mg/kg) increased, MDA and
MPO levels decreased. Oleuropein (18mg/kg) administration significantly decreased % Tail
DNA and Mean Tail Moment in the gastric ulcer group, compared with the other treatment
groups. Oleuropein (18mg/kg) increased mRNA expression levels of EGF, EGFR, VEGF,
VEGFR1 and VEGFR2. Histopathologic images of gastric tissues were compatible with
biochemical and molecular findings.

Our findings suggest that oleuropein might have protective effect against indomethacin-

induced gastric ulcer and oxidative stress in rats.

Keywords: Comet assay, gastric ulcer, oleuropein, oxidative stres.
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1. GIRIS

Mukozal hasarla indiiklenen iilserler, Birlesik Devletlerde yaygin bir sindirim
hastaligidir ve her yil gastrointestinal (GI) iilser tanis1 alan yaklasik 500.000 kisi tespit
edilmektedir (Cheng ve ark, 2013, Smith ve ark. 2013). GI mukoza, ksenobiyotiklere karsi ilk
koruyucu bariyer saglar, ancak toksik maddeler tarafindan kolayca hasar goriir. Ciddi
iilserasyon, kanama ve hatta perforasyona neden olabilir. Gastrik {ilserlerin patofizyolojisi,
agresif ve koruyucu faktorler arasindaki dengesizlik olarak tasvir edilmistir. Sik goriilen
endojen agresif faktorler arasinda safra tuzlari, gastrik asit ve pepsin bulunurken, eksojen
agresif faktorler arasinda alkol tiiketimi, Helicobacter pylori enfeksiyonu ve nonsteroid
antiinflamatuar ilaglar (NSAII) bulunmaktadir. Endojen agresif faktorlere karst endojen
koruyucu faktorler ise mukozal kan akimi, mukozal hiicrelerin proliferasyonu ve
prostaglandinler (PG) olarak belirtilebilir (Slomiany ve ark, 2000; Musumba ve ark, 2009)
(Sekil 1).

Aspirin, diklofenak, indometazin, naproksen ve ketoprofen dahil olmak iizere
NSAIl’lerin hepsi, romatizmal artritin akut ve kronik agrilarmi kontrol etmek ve anti-
inflamatuar ilaglar olarak 6demi hafifletmek igin kullanilabilir. Ancak, bu ilaglarin
kullanimlar1 klinik asamada GI mukozada oksidatif hasara neden olabilir (Musumba ve ark.
2009). Gastrik iilserler gibi mide hastaliklarinin mukozadaki lipid peroksidasyona (LPO) ve
oksidatif hasara bagli olabilecegi bildirilmistir (Van der Vliet ve Bast, 1992). GI iilserlerde
reaktif oksijen tiirlerini (ROT) azaltmak onemlidir; ¢iinkii ROT, lipidler, proteinler ve DNA
gibi biyolojik molekiillere oksidatif hasar verebilir (Cheng ve ark, 2017).

GI mukozasinda LPO ve oksidatif hasarin goriilmesi, bagirsak hastaliklari, kronik
intestinal inflamasyon veya mide iilserleri ile iliskilidir (Indo ve ark, 2015; Kuo ve ark, 2015).
Fitokimyasallar, ROT’nin temizlemesi, reaktif karbonil tiirlerinin yakalanmasi (RKT) ve
metal iyonlarmin kenetlenmesi de dahil olmak tiizere ¢oklu biyo-fonksiyonel aktivitelere
sahiptir (Antonella Saija, 2000). Dogal antioksidanlarin besin ile birlikte alimi, yasam
sistemlerinde oksidatif stresle iliskili hastalik riskini azaltabilir. Bu nedenle, dogal gidalardan
oksijen radikal toplayicilarin ve antioksidan takviyelerinin kullanilmasi, oksidatif stres altinda
doku hasariin dnlenmesi i¢in etkili ve potansiyel bir terapdtik strateji olabilir (Cheng ve ark,

2017).
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Anatomi

Insan midesi gastrointestinal sistem, dzofagus ve ince bagirsak arasinda yer alir. Insan
midesi dort anatomik bolgeye ayrilmistir: (1) alt 6zofagus sfinkterinin altinda yer alan kardia;
(2) midenin st egriliginden olusan fundus; (3) en biiyiik boliim ve merkezi bolgede bulunan
korpus ve (4) midenin alt bolgesinden olusan antrumpilor sfinkteri. Histolojik olarak mide,
mukoza, submukoza, muskularis eksterna ve serosa tabakalarindan; mukozada epitel ve
lamina propria olarak bilinen gevsek bag dokusu tabakasindan olusur (Resim 1).

Gastrik epitelyum, tek bir hiicre katmanindan olusan siitunlu yapidadir ve limeni mide
duvarindan ayirir. Mikroskopik olarak bu siitun epitel, glandiiler bir yapida organize
edilmistir. Bu mide bezleri liimenden serosaya kadar ii¢ ana bolgeye ayrilir: (1) ylizey, (2)
boyun veya isthmus ve (3) taban. Mide bezleri anatomik yapilarma bagli benzersiz
fonksiyonlara hizmet eden 6zel hiicre tiplerinden olusur. Gastrik epitelyum, mide bezinin en
st bolgesinde yer alan ylizey tarafindan iiretilen kalin mukusla kaplidir. Mukoz boyun
hiicreleri, mide bezinin isthmusu i¢inde bulunur ve yiizey mukoza ¢ukur hiicreleri gibi mukus
ve bikarbonat salgilayarak zararli sindirim enzimlerinden ve mide asidinden mideyi korur
(Choi ve ark, 2014).

Sican midesinde fundus ve mide govdesi gastrik bezleri parietal hiicreleri igerir. Bu
hiicreler gastrik asidin salgilanmasindan sorumludur ve isthmus boélgesinde ¢ogunluktadirlar.
Enterokromaffin benzeri hiicreler gibi endokrin hiicreleri ve zimojen salgilayan bas hiicreler,
fundus ve mide gdvde bezlerinin tabaninda yer alir. insan midesinde ise parietal hiicrelerin %
95'I mide govdesi boyunca bulunan bezlere dagilmistir (Choi ve ark, 2014).

Sicanlarda antral gastrik bezler, mukus hiicreleri, gastrin salgilayan G-hiicreleri ve
somatostatin lireten D-hiicrelerinden olusur. Siganlarda antral bezler G hiicrelerinin varligiyla
tanimlanirken, fundus benzersiz bir sekilde parietal hiicrelerden olusur. insanlarda, midenin
anatomik bolgeleri en iyi sekilde midenin gévdesinde ghrelin ekspresyonu ve antrum iginde
gastrin ekspresyonu seklinde tanimlanir. Midenin anatomik bolgelerinde 6zel gastrik hiicre

tiplerinin konumu ile birlikte kok hiicrelerin lokasyonu fundus ve antrum arasinda farklilig



gosterir. Bu anatomik ve hiicreye Ozgii farkliliklar homeostazi diizenleyen benzersiz

fonksiyonlarla sonuglanir (Karam ve Leblond, 1993).

Mide
Korpus
Ozofagus Korpus '
Mukoza
Submukoza
Kas Tabakasi
| Serosa
—~
Duodenum  Antrum
Antrum

Resim 1. Mide anatomisi mide korpus ve antrum olmak tizere iki primer bolgeden olusur
(Karam ve Leblond, 1993).

2.2. Gastrik Mukozal Yaralanma ve Oksidatif Stres

Ozofagus, gastrik ve bagirsak mukozasinin siirekli olarak i¢ ve dis oksidanlara maruz
kalmasi nedeniyle GI sistem ROT’i iiretir (Hiraishi ve ark, 1994). Bu nedenle, Gl sistem ROT
icin olduk¢a duyarhdir. Ciinkii bu ROT’lerin olusumu DNA'ya zarar verip mutasyonlar
tireterek hem hastalik hem de kanser iiretebilir (Farinati ve ark, 1998). Oral yolla alinan ilaglar
ve patojenler, oksidatif strese katkida bulunan inflamatuar hiicre sitokin treticilerini aktive
ederek inflamasyona neden olur. Gastroduodenal {ilserlerin, GI malignitelerin ve inflamatuar
bagirsak hastaligi (IBH) gibi ¢esitli GI patolojik kosullarin oksidatif stresle derin iliskili
oldugu goriinmektedir. Ayrica, ¢esitli GI hastaliklarda da altta yatan inflamasyon ROT ile
iliskilendirilmistir (Phull ve ark, 1995). Dahasi, ROT fazlaligi, inflamasyona neden olan
polimorfoniikleer nétrofilleri uyarir veya aktive eder ve dolayisiyla dokunun daha da hasar

gbérmesini saglar (Bhattacharyya ve ark, 2014).



Ozofagus, gastrik asit ve safra tuzlart ROT'nin artisa neden olan refliiden dolay
inflamasyon (6zofajit) ile iliskilendirilir ve antioksidan savunmalari azalirken ROT ile
uyarilabilir gen ekspresyonunda artisa neden olur (Bhattacharyya ve ark, 2014).
Gastroozofajial yolda asit ve safra ile uzun siireli temas 6zofajial epitelde hasara neden olur
ve inflamasyonu indiikler. Bu durum Barrett 6zofagusu ve 6zofagus adenokarsinomasina
neden olan 6zofagusta erozyon veya iilserasyona yol agar (Song ve ark. 2007). Ayrica, Barrett
ozofagusta lipid peroksidasyonu, NO ve HOCI iiretimi artar (Wilson ve ark. 1998). Ote
yandan, siiperoksit dismutazin (SOD) siganlarda Barrett 6zofagusu ve adenokarsinoma
gelisimini 6nledigi i¢in ROT’leri siipiiriicii ajanlar 6zofageal mukozal hasar1 azaltabilir;
Ayrica a-tokoferol (E vitamini) takviyesi 0zofagus adenokarsinomasinin siganlarda
ilerlemesini azaltabilir (Piazuelo ve ark, 2005).

Midede ROT birikimine katkida bulunan c¢esitli faktorler vardir. Antioksidan SOD
enziminin ve antioksidan vitamin alimimin, vitamin C ve E'nin eksikligi gastroduodenal
inflamatuar hastaliklarla iligkili ROT'nin birikimine neden olur (O'Connor ve ark, 1989; Naito
ve ark, 1992).

Gastritin bir diger nedeni eksojen faktorlerin katilimiyla baglantili olarak H,Oz'min yam
sira siiperoksit ve hidroksil anyonlar1 igeren iskemik hasardir. Bu baglamda sigara,
notrofillerde miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesini arttirmaktadir. Bu durum gastrik hasari
tetiklemektedir. Apoptoz ve oksidatif hasar, hiicre proliferasyonunun durdurulmasina,
dolayisiyla gastrik mukozadaki anjiyojenezin azalmasina neden olabilir (Maity ve ark, 2003).

Gram-negatif basil Helicobacter pylori (H. pylori ) ile yapilan enfeksiyonun, gastrit,
peptik iilser ve IBH gelisiminde dnemli bir rol oynadig1 genel olarak kabul edilmektedir. Bu
organizma, duodenal iilser vakalarinin yaklagik %95’inde ve diinya genelinde %70'e kadar
mide ilserinde hali hazirda mevcuttur (Ford ve ark, 2016). Mide mukozasindaki fagositik
lokositler, infiltre notrofiller ve/veya makrofajlar/monositler akut evre enfeksiyonunda
tiretilen inflamasyon sirasinda biiyiik miktarda ROT iiretirler.

Duodenal {ilserli hastalardan izole edilen H. pylori suslari, gastrit ile iliskili suslar
olarak diistiniilenlerden daha fazla notrofil aktivasyonuna neden olur (Danese ve ark, 2001).
Gastrik epiteliyal c¢ukur hiicreleriyle baglantili olan bu stromal ayni zamanda fagositik
olmayan nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) oksidazi aktive ederek ROT iiretir.
Duodenal iilserli hastalardan alinan mukozal numunelerde, kontrol mukoza orneklerine
kiyasla daha yiiksek bir ROT oranina sahip oldugu, bakteri yiikii ile korele olarak daha biiyiik
gastrik ROT iiretimi gosterdikleri ve vitamin E ve C seviyelerinde belirgin bir azalma oldugu

gosterilmistir (Davies ve ark, 1992).



Oksidan ve antioksidan ortamlar arasindaki denge hastaligin ilerlemesini ve iyilesme
derecesini diizenler (Davies ve ark, 1992). Bu nedenle, bu bolimde oksidatif stres ile gastrik

hasar arasinda mevcut oldugu bilinen iliskilere odaklanilacaktir.

2.3. Gastrik Hasarin Olusumunda Oksidatif Stres

ROT’leri, hiicresel seviyede bulunan proteinler, lipitler, karbonhidratlar ve niikleik
asitlerle ¢ok reaktif olan, eslesmemis kararsiz elektronlari i¢eren, oksijen merkezli kiiciik
molekiiller seklinde molekiiler oksijen kullanan, hiicresel solunum ve enzimatik reaksiyonlar
tarafindan tretilir.

ROT etkilesimleri, hedef molekiilleri geri doniisiimsiiz olarak etkisiz hale getirebilir ve
biriken hiicre i¢i ROT nedeniyle antioksidanlarin hiicre i¢i seviyelerini de etkiler. Reaktif
aracilarint hizla uzaklastiracak mekanizma ile ROT arasinda bir denge vardir ve bu denge
bozulabilir. ROT eliminasyonunda rol alan koruyucu mekanizmalar arasinda, bu tiirlerin
zararli etkilerinden kag¢inmak i¢cin SOD, glutatyon (GSH) peroksidaz ve katalaz (CAT)
bulunmaktadir (Kulkarni ve ark, 2007; Kekec ve ark, 2009). ROT ultraviyole radyasyon,
sigara, alkol, nonsteroid antiinflamatuar ilaglar, iskemik-reperfiizyon hasari, kronik
enfeksiyonlar ve inflamatuar bozukluklar gibi ¢ok sayida egzojen ve endojen faktdre yanit
olarak tiretilmektedir (Bhattacharyya ve ark, 2014). Hiicre i¢i kaynaklar arasinda (Pritchard ve
ark, 2001; Balaban ve ark, 2005), mitokondriyal elektron transportu ¢ogu memeli hiicresinde
ROT igin en Onemli iretim bolgesidir (Poyton ve ark, 2009). ROT iireten kimyasal
reaksiyonlar1 katalizleyen enzimler; peroksidazlar, NADPH oksidaz, NADPH oksidaz
izoformlar1 (NOX), XO, lipoksigenazlar, glikoz oksidaz, miyeloperoksidaz, nitrik oksit sentaz
(NOS) ve siklooksijenazlardir (COXs) (Kulkarni ve ark, 2007; Swindle ve Metcalfe, 2007).

Molekiiler azot ayni1 zamanda nitrik oksit (NO), azot dioksit (NO;) ve reaktif azot tiirleri
(RAT) olarak da bilinen peroksinitrit (ONOO,) ve azot trioksit (N,O3) gibi radikal olmayan
bilesikler radikal reaktif bilesikler iiretebilir. Bu serbest radikaller, dis elektron
yoriingesindeki eslenmemis elektronlarin varligi nedeniyle dengesizdirler ve giiniimiizde hem
oksidatif hem de nitrosatif stres etyolojisinde ¢ok ¢esitli hastalik siire¢lerinde rol
oynamaktadirlar (Kulkarni ve ark, 2007; Swindle ve Metcalfe, 2007).



Gl mukozasindaki bir¢ok hiicre tipi normal fizyolojinin bir parcasi olarak ROT iiretir.
Mukozanin sagladigi koruyucu bariyere ragmen, yutulan maddeler ve mikrobik patojenler,
epitelyum ve bagisiklik / inflamatuar hiicreleri igeren oksidatif yaralanma ve GI inflamatuar
yanitlar1 indiikleyebilir. Peptik iilser, GI kanser ve IBH de dahil olmak iizere ¢esitli GI
hastaliklarinin patogenezi kismen oksidatif strese baglidir (Bhattacharyya ve ark, 2014).
Oksijen radikallerinin, membran yapisinda bulunan fosfolipitlerdeki ¢oklu doymamis yag
asitlerinin  peroksidasyonu yoluyla dogrudan hiicre =zarlarina zarar verebilecegi
diistiniilmektedir. Bu durum, lizozomlar ve mitokondri gibi organel igeriginin salinmasina
neden olabilir. GI mukozasinda serbest radikaller tarafindan olusan hasarlanma, yiizeyel
mukoza diizeyinde oldugu goriilmektedir; bu hasar kisa iskemi donemlerinden sonra tespit
edilir ve ROT iiretimini bloke ederek tersine ¢evrilir (Parks ve ark, 1982).

GI hastaliklarinda, asir1 ROT seviyeleri, hiicre iskelet proteinleri de dahil olmak iizere
hiicresel proteinlere zarar verir ve inflamasyona katkida bulunan mukozal bariyeri bozar.
Dahasi, agirt ROT, polimorfoniikleer 16kositleri uyararak iltihabi indiikler ve boylece dokuya
daha fazla zarar verir (Banan ve ark, 1999; Bhattacharyya ve ark, 2014).

2.4. Gastrik Mukozada ROT Olusumuna Katilan Mekanizmalar

Genel olarak, hipoksantin/XO ve NADPH oksidaz sistemlerinin, Gl sisteminde ROT
ireten ana enzimatik reaksiyonlar oldugu kabul edilmektedir. Mide mukozasi, yiiksek sayida
hipoksantin konsantrasyonuna sahiptir ve bu da ¢esitli fagositik hiicrelerle birlikte biiyiik
miktarda O, iiretebilir. Ornegin, allopurinol ve SOD kullanildiginda hemorajik soka baglh
gastrik lezyonlara kars1 dnemli koruma saglanmis ve hemorajik sokta ROT kaynagi olarak
hipoksantin ve XO'nun roliinii kanitlamistir (Hannah M. Martin 2004; Sasaki ve Joh, 2007).
Fagositik NADPH oksidaz (NOX2 / gp91phox) ve homologlari (NOX ailesi), 6zellikle de H.
pylori kaynakli gastrik inflamasyon, IBH ve tiimér gelisiminde GI patolojilerinde énemli rol
oynamaktadir. Iskemi sirasinda, XO aktivitesi yoluyla ksantin iiretimi, G| sistemde iskemi /
reperfiizyon ataklar1 sirasinda ortaya ¢ikan, sliperoksit anyonlar1 ve hidrojen peroksit iireten
antioksidan enzimlerin kaybina paraleldir; ikincisi mide hasarinda 6nemli bir faktdr
olusturmaktadir (Hannah M. Martin, 2004; Sasaki ve Joh, 2007).

Ote yandan, NO ara maddeleri, DNA, RNA, proteinler ve lipidler gibi dnemli biyolojik

makro molekiillerin nitrasyonuna ve nitrozasyonuna neden olmakta ve bdylece islevlerini



degistirmektedir (Kaneko ve ark, 2008). Ancak NO ayni zamanda mide mukozasinin normal
islevlerinin korunmast ve biitiinligiiniin yan: sira mide mukozal kan akisinin, epitelyal
salinimin ve bariyer fonksiyonunun kontrol edilmesiyle mide mukozasinda savunmaya dahil
oldugu i¢in ikili bir role sahiptir. Bununla birlikte, asir1 NO zararh etkilere sahip olabilir ve
kronik {ilseratif kolit ve peptik iilserde etyolojik bir faktdr olarak goriilebilir (Rachmilewitz ve
ark, 1994; Barrachina ve ark, 2001).

2.5. Gastrik Mukozada ROT Olusumuna Katilan Faktorler

Gastrointestinal sistemde oksidatif stres olusturan ¢ok sayida harici tetikleyici vardir.
Ornegin, radyasyonla indiiklenen hiicre dliimleri, radyasyona bagli sendromlarin gelisiminde
kritik bir faktor olabilecek ROT'ni indiikleyebilir (Clemens ve ark, 1990). Benzer sekilde,
Kinonlar gibi gesitli kimyasal maddeler, arsenik, civa, krom ve kadmiyum gibi agir metaler;
organik ¢oziiciiler; bocek ilaglart gastrik mukoza icin ROT'nin yaygin eksojen kaynaklaridir
(Bolton ve ark, 2000, Bhattacharyya ve ark, 2014). Tiitiin kullanimi1 peptik tlserler, 6zofageal
reflii hastaligi, Barrett 6zofagusu, gastrik kardiyak ve distal bagirrsakta karsinom gibi ¢esitli
GI hastaliklartyla iligkilidir. Sican 6zofagusu ve akcigerinde N-nitrosonornikotin ve 4-
(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-biitanonun gii¢lii gastro karsinojenik etkileri bilinmektedir
(O'Connor ve ark, 2010; Vial ve ark, 2010; Cook ve ark, 2012).

Kemoterapotik ajanlar (kanser kemoterapisi), birgok toksik ikincil etkilere neden olan
ROT'nin diger kaynagidir; indiiklenen GI toksisitesinin sonucu besinlerin emiliminde bir
azalma olmaktadir (Bhattacharyya ve ark, 2014). ROT, ayn1 zamanda, ibuprofen, naproksen
ve aspirin gibi antipiretik, analjezik nonsteroidal antiinflamatuar ilaclar (NSAII) tarafindan
tiretilir. Bu bilesiklerin eylemleri, COX'un segici olmayan inhibisyonunu igerir ve bdylece
PGE2 olusumunu bloke eder (Rainsford, 2007). NSAIl’ler tarafindan gastrik yaralanmalar
mide vaskiiler endotelinde nétrofillerin bir araya toplanmasi ile olusur. Bu durum, sicanlarda
NSAII tedavisiyle iligkili ROT iiretimi ve mukozal hasara neden olabilir (Abdel-Tawab ve
ark, 2009).

Nitrat, insanlar i¢in faydali ve tehlikeli olmak tiizere ikili bir etkiye sahiptir. Nitrat
gastrik, bobrek hastaligi ve metabolik bozuklugu olan hastalarda olumlu etkiler gostermistir
(Habermeyer ve ark, 2015). Insan viicuduna, nitrat besin yoluyla aliir ve viicudun kendisi

icin tehlikeli degildir. Ancak nitrat nitrite doniislirse bir risk faktorii haline gelir. Nitritler ya



mikrobik aktivite ya da gastrik sivi gibi asidik bir ortamda oksijen ve / veya ROT varliginda
nitrosil peroksite ve/veya buna tekabiil eden oksidatif/nitrosatif hasara katilan radikal/iyonik
ara maddeler gibi ikincil molekiiller iireten NO'ya dontisiir. Bununla birlikte, NO'dan tiiretilen
molekiillerin  biyolojik aktiviteleri arastirilmaktadir. Ornegin NO, tansiyon iizerine
farmakolojik etkiler igerebilir, inflamasyon ve oksidatif stres siireglerine katilabilir ve yiiksek
kanserojenik potansiyele sahip olan N-nitrozo bilesiklerinin endojen formasyonuna neden
olabilir (Habermeyer ve ark, 2015). NO, kendi basmna bir N-nitrozolan ajan degildir, ancak
hizla peroksinitrit, nitrozaminler veya nitrosiireye doniistiiriilebilir. Kemiriciler ve
maymunlarda sadece N-nitrosoureaszin beyin tiimorlerine neden olabilecegi, buna karsilik N-
nitrozaminlerin beyin haricinde c¢esitli organlarda kansere neden oldugu bildirilmistir
(Dietrich ve ark, 2005).

Buna ek olarak, makro besin maddeleri ve/veya mikro besinler de ROT fiiretebilir.
Bunlar demir ve bakir ile yapilan Fenton reaksiyonu sonucu da iiretilir. Bu reaktif tiirler, lipid
peroksidasyonuna ve oksidatif strese neden olurken kanser ve inflamasyon ig¢in bir risk
faktoriidiir (Fraga ve Oteiza, 2002). Islenmis gidalardaki trans-yag asitleri de ROT iiretir.
Fenol iceren bitkilerdeki gidalar viicuttaki oksidanlar1 artirir, yiikksek konsantrasyonda etanol
ise dogrudan GI yolunun mukoza tabakasina zarar verebilir (Hernandez-Munoz ve ark, 2000,

Zapolska-Downar ve ark, 2005).

2.6.  Gastrik Mukozal Hasarinda Oksidatif Stresin Hiicre Proliferasyonu ve Apoptozis
Dengesindeki Rolii

Daha once de belirtildigi gibi, ROT hiicrede ters islevlere sahiptir. Hiicre hasarina
katilirlar, ancak siiperoksit, hidrojen peroksit veya NO gibi bazt ROT'leri, hiicre ¢ogalmasi,
farklilagsmasi, yaslanmasi ve apoptoz gibi ¢esitli fizyolojik hiicresel islemleri modiile ederek
hiicre sinyallemesinde gerekli olabilecegini gosteren kanitlar bulunmaktadir. Diisik ROT
seviyelerine maruz kalma, fibroblastlar ve endotel hiicreleri de dahil olmak {izere bir¢ok
memeli hiicresinin biiylime tepkisini artirabilir. Tersine, ROT antioksidanlar1 veya ROT
stiptirticiileri, fibroblastlarda, diiz kas hiicrelerinde, epitelyal hiicrelerde ve Kanser hiicre
hatlarinda normal hiicre proliferasyonunu baskilamaktadir. Bu sonuglar, tim ROT'nin
uzaklastirilmasinin hiicreler i¢in avantajli olmadigim ileri siirmektedir (Wang ve ark, 2003;

Shi M, 2004).



Sicanlarda etanol ile indiiklenen bir gastrit modelinde, mide hasar1 sirasinda serbest
radikallerde ve lipit peroksidasyon seviyelerinde bir artis tespit edilmistir. Ancak, iyilesme
periyodu sirasinda mukozal plazma zarlarinda ikinci bir lipit peroksidasyonu artigi, hiicre
proliferasyonunun hiziyla uyumlu oldugu bulunmustur. Yiiksek doz a-tokoferol, belirgin bir
antioksidan etki goOstermis, hiicre proliferasyonunu tesvik etmis ve erken apoptozu
engellemistir. Hiicre proliferasyonunun gostergeleri, apoptotik olaylar ile ters orantilidir. E
vitaminin uygulanmasi, hiicre ¢ekirdegi igindeki aktif siklin D1’in translokasyonunun
etkilemesiyle apoptotik olaylar baskilanmistir. Bu nedenle, lipoperoksidatif olaylarin
zamanlamas1 ve biiylikliigl, in vivo hiicre proliferasyonu ve apoptotik olaylart senkronize
etmektedir. Bu da siki bir sekilde kontrol edilen lipid peroksidasyon oraninin, gastrik hasar
sonrast hiicre proliferasyonunun tesvik edilmesine katkida bulundugunu gosterir (Olguin-
Martinez ve ark. 2006 ). Hem in vivo modellerde hem de in vitro hiicre dizilerinde a-tokoferol
ile indiiklenen hiicre proliferasyonunun inhibisyonu o-tokoferolun antioksidan o6zelliginin
bagimsiz bir sekilde protein kinaz C-a izoformunun inhibisyonu ile iligkili oldugu
diisiiniilmektedir. Ancak, a-tokoferoliin hidrojen peroksit ve siiperoksit anyonu gibi ROT’i ile
aktive edilebilen transkripsiyonel faktor olan NF-kB’nin baglanma aktivitesini azaltabilecegi
bildirilmistir (Devaraj ve Jialal, 2005). Normal hiicre fizyolojisi iizerindeki ROT etkileri hiicre
Ozgilinligiine, kaynagina ve radikal tiiriine bagl olabilir (Olguin-Martinez ve ark. 2006 ). Bu
nedenle, o-tokoferoliin proliferatif etkileri, antioksidan Ozelliklerinden bagimsiz olarak
hiicresel sinyal yolaklari tizerindeki etkisine dayandirilmasina ragmen, kronik sigan gastrik
ilser modelinde hiicre proliferasyonu ile apoptozis arasindaki dengede oksidatif stresin rol
oynadigini gostermektedir (Wang ve ark, 2003).

2.7.  GI Mukozada NSATli’lerin indiikledigi Oksidatif Hasar ile Apoptozis,
Anjiyogenez, Antioksidan Enzimler ve Inflamasyon Arasindaki fliski

Peptik iilserler, duodenal ve mide iilserlerinin de dahil oldugu ¢ok faktorlii ve kompleks
bir hastaliktir. Tibbi gelismeler olsa da, peptik iilserlerin yonetimi ve bunlarin
komplikasyonlari, hastalik i¢in yiiksek morbidite ve 6liim oranlari ile 6nemli bir sorun olmaya
devam etmektedir (Farzaei ve ark, 2015).

NSAIl'ler klinik tipta inflamasyonu, atesi ve agriyr azaltmak icin yaygmn olarak
kullanilmaktadir ve siklooksijenaz (COX) segici olmayan inhibitérler ve COX-2 selektif
inhibitorleri olmak tizere ikiye ayrilirlar. (Marjoribanks ve ark, 2015). Epidemiyolojik
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caligmalar, COX secici olmayan NSAIl'leri kulanan hastalarin GI yolunda daha yiiksek bir
iilser riskine sahip olduklarin1 gostermektedir. Baslica COX segici olmayan inhibitorler
arasinda aspirin, diklofenak, indometasin, piroksikam, naproksen ve ketoprofen
bulunmaktadir (Falcao Hde ve ark, 2013; Farzaei ve ark, 2015; Marjoribanks ve ark, 2015).

Secici olmayan NSAIii'lerin neden oldugu iilser, COX-2'nin, sitozolik fosfolipaz A2,
l16kotrien B4, 5-lipoksijenaz, PGE2, TNF-alfa, IL-1beta ve IL-6'nin inflamatuar molekiillerini
indiikleyen ROT olusumunu igeren ¢ok yonlii bir islemdir. Ayrica, ROT’lar biyolojik
makromolekiillere oksidatif hasar verebilir ve proteinler, lipidler ve mitokondriyal DNA ile
reaksiyona girebilir. ROT’lar GI traktusundaki cesitli apoptotik yolaklar1 etkileyerek
hiicrelerin dliimiine neden olur (Musumba ve ark, 2009; Cheng ve ark, 2013). NSAii'lerin
alinmas1 ayn1 zamanda anjiyogenezi azaltir, mukozal hiicresel restitiisyonu inhibe eder ve
Sekil 2.2. ve Tablo 1' de gosterildigi gibi hiicre dis1 matris degradasyonunu tesvik eder.
Dolayisiyla, GI yolundaki ROT seviyelerini diizenlemek 6nemlidir (Tarnawski ve Ahluwalia,
2012).

2.7.1. NSAIil’ler GI Mukozada Apoptozisi Indiiklemesi

Gl ilser ROT olusumunu, hiicre dis1 matris yitkimini ve mitokondriyal hasari igeren ¢ok
yonlii bir durumdur. Mitokondri, ROT homeostazinda ve hiicre sagkalimimda 6nemli bir rol
oynar. NSAIl’in indiikledigi ROT'nin, Bax, kaspaz-8, kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktivitelerini
igeren g¢esitli sinyalleme kaskadlarimi etkileyerek GI mukozal hiicre apoptozuna neden
olabilecegini bildirmistir (Musumba ve ark. 2009) (Sekil 2). Bu nedenle, ROT seviyelerinin
asag1 yonde diizenlenmesi NSAII ile uyarilan GI doku/hiicre apoptozuna karsi en 6nemli
sitoprotektif mekanizma olabilir. NSAII ile indiiklenen apoptozisi etkili bir sekilde hedef alan
tedaviler, hem mitokondri hem de kaspaz aracili yolaklarin inhibisyonunu gerektirmektedir
(Chakraborty ve ark. 2012).
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Sekil 2. NSAII ile indiiklenen gastrointestinal iilserin mekanizmalari. Oksidatif stresin,

siklooksijenaz-2’nin ve apoptozisin arttigi, prostaglandin, anjiyogenez, mukozal hiicresel
proliferasyonun ve yenilenmenin baskilandigi gesitli NSAII ile indiiklenen gastrointestinal

tilser mekanizmalar1 mevcuttur (Chakraborty S, 2012).

2.7.2. Ulserasyonda Oksidatif Stres ve Antioksidan Enzimlerin Rolii

NSAII ile indiiklenen LPO (malondialdehit, MDA), ve oksidatif stres GI mukozada
iilserlere neden olabilir (Stancova ve ark, 2015). NSAIfl'lerin oral yoldan verilmesinin artmis
laktat dehidrogenaz salinimi, mukozal LPO, DNA hasar1 ve in vivo olarak mide mukus
sekresyonunda azalma yolu ile Gl oksidatif hasara neden oldugunu géstermistir. Bu nedenle,
GPx, GR, SOD ve Heme-oksijenaz-1 (HO-1) gibi antioksidan enzimlerin seviyelerinin
arttirtlmasi, oksidatif strese bagli GI {ilserlerine kars1 6nemli bir tedavi mekanizmasi olabilir
(Stancova ve ark, 2015).

Selenyum-bagimli enzim GPx'in hidrojenperoksit atagina karsi bir bariyer olarak etki
ettigi diistiniilmektedir. Brigelius-Flohe, Gl izoenziminin (GI-GPx) klasik enzimle iligkili
oldugunu ve ksenobiyotik metabolizmasindan hidrojenperoksitlere karsi bir bariyer
saglayabilecegini gostermistir. GR indirgenmis GSH ve GSSG dengesinin siirdiiriilmesinden

sorumlu bir enzimdir. GR aktivasyonu, organizmanin redoks durumunu koruyan GSH

12



konsantrasyonunun arttirilmasinda 6nemli bir rol oynar. Bu nedenle, GSH/GSSG orani
oksidatif stres i¢in bir endekstir. Ayrica biyolojik sistemdeki toplam siilfidril gruplarinin
seviyeleri, ROT ve hiicre i¢i redoksun antioksidan veya detoksifikasyonunun saglanmasinda
onemlidir. Ketoprofenin sadece LPO ve ROT seviyelerini arttirmakla kalmayip ayn1 zamanda
GPx, GR ve total siilfidril gruplar1 gibi in vitro hiicre i¢i antioksidan diizeylerini de
diistirdiigiinii bildirmislerdir (Cheng ve ark, 2013). Ayrica, HO-1 ve SOD, ROT ve RKT'nin
eliminasyonu i¢in Onemli antioksidan enzimlerdir ve insan viicudunda metal iyonu
selatlayicilar1 olarak hareket edebilirler (Iloki-Assanga ve ark, 2015). HO-1 hem’in biliverdin
ve karbonmonokside par¢alanmasiyla GI hiicrelerini oksidatif hasara karsi korur, bagirsakta
ve midede ROT indiiksiyonu sonrasi inflamasyonu ve doku hasarini bastirir. Bazi ¢aligmalar
indometazin, diklofenak, piroksikam ve ketoprofen gibi NSAIi'lerin kullaniminmn GI
mukozasindaki GPx, GR, SOD, CAT aktiviteleri ve GSH ve GSH/GSSG oranlarini azalttigini
gostermektedir. Bu veriler, farmakolojik islemlerin gesitli yararlarini dogrularken nutrasétik
uygulamalar i¢in de yeni bakis acgilarini desteklemektedir (Cheng ve ark, 2013; Chatterjee ve
ark, 2014; Sinha ve ark, 2015).

2.7.3. Ulserasyonda PG’lerin COX Tarafindan Inhibisyonu

Astim, romatoid artrit ve hepatit gibi inflamatuar hastaliklar, insanlarda onemli bir
morbidite nedenidir. Kronik inflamasyon hakkindaki raporlar kanserin, kardiyovaskiiler ve
norodejeneratif hastaliklarin gelismesine yol acabilecegini gostermektedir. Arasidonik asidin
prostanoidlere donlisme hizi, iki COX enziminin, COX-1 ve COX-2'nin varligina baghdir.
COX-1, arasidonik asidi PG'lere doniistiiriir. PG'ler giiclii vazodilatatorlerdir ve mide
mukozasinin korunmasi ve tamiri gibi neredeyse tiim yonlerini kontrol eder. COX-1 ve PG
sentezinin inhibisyonunun ciddi GI hasarina neden oldugu gosterilmistir. Siganlarda NSAII
kaynakli Gl toksisitesinin, COX-1 inhibisyonunun ve gastrik mukozal lezyonlarda COX-2
iretiminin uyarilmasinin bir kombinasyonundan kaynaklandig: bildirilmistir. Ayrica artmis
COX-2 gen ekspresyonu, siklikla inflamatuar yanitlarla da iligkili oldugu bulunmustur

(Adhikary ve ark, 2011; Duvillard ve ark, 2014).

2.8.  Bakteriyel Enfeksiyonlar ve Gastrik Oksidatif Stres

Mide suyuna bakteri bulagmasi, midede asit iiretiminin yetersiz oldugu durumlarda

(hipo- veya achlorhydria) sik gorilir. Bu gibi durumlarda nitrat indirgeyen
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mikroorganizmalar bulunur. NO'dan tiiretilen reaktif azot tiirleri (RAT) potansiyel olarak
zararlidir. Ayrica, bu reaktif tiire bagli DNA ve doku hasarinin, mikrobiyal enfeksiyon
esnasinda artabilecegi ileri siirlilmiistiir. Parazit veya viriislerin yani1 sira gastrit, hepatit ve
kolit gibi inflamatuar hastaliklar ile bakteriyel enfeksiyonlar, sirasiyla mide, karaciger ve
kolorektum kanserler igin risk faktorleri olarak kabul edilmektedir (Liu ve ark, 2009; Epplein
M, 2014).

2.8.1. Helicobacter pylori Enfeksiyonu ve Gastrik Hasar

Mide kivriminda H. pylori'nin varligi esas olarak iireazdan amonyum iireterek mide
asiditesini notralize eden iireaz aktivitesinden kaynaklanmaktadir. Nitrozaminin, gerbil ve
rhesus maymunlarinda H. pylori ile iligkili gastrik karsinogenezi destekleyebilecegi
belgelenmistir. Fermente ve fiime et diyetinin H. pylori ile iliskili oldugu ve mide kanseri
riskini arttirdign gosterilmistir. H. pylori, gastrik epitel hiicrelerinde IL-8 sekresyonunu
ve/veya ROT iiretimini indiikler. Ayrica, bu faktorlerin her ikisinin de H. pylori'ye bagh
patolojide 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir (Liu ve ark, 2009; Gobert AP ve ark. 2016;
SF, 2016).

2.8.2. Helicobacter pylori ve NO

H. pylori tarafindan indiiklenen hastaliklara, inflamatuar siirecte yer alan hiicrelerin
infiltrasyonu, aktivasyonu ve devamliligi aracilik eder. Gastrik epitelyal hiicrelerinin ve
makrofajlarin H. pylori'ye karsi iyi savunulamadigi durumlarda, epitelyal hiicreleri L-
arjinin'den NO olusturan NOS'u aktive eder. NO sentezinde olusan artis, konakg¢inin
bakteriyel enfeksiyonlara karsi savunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Gobert AP. ve
ark, 2016). H. pylori veya lipopolisakkaritleri insan makrofaj hiicrelerinde NO iiretimini
arttirmamalarina ragmen, gastrik epitel hiicrelerinin H. pylori ile enfekte edilmesinden sonra
NOS2 mRNA sentezi gozlemlenmistir (Assmann ve ark, 2001; Cho ve ark, 2010). H. pylori
tarafindan tiretilen gastrit, gastrik bez epitel hiicreleri tarafindan artan §-nitroguanin {iretimi

ile iligkili olup, DNA'da G: C5A: T transversiyonunu kolaylastirir ve bu nedenle potansiyel
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olarak mutajeniktir ve H. pylori’den kaynaklanan apoptozis NO’ya baglidir. (Katsurahara ve
ark, 2009; Angrisano ve ark, 2012).

Ancak H. pylori enfeksiyonunun arginaz-2-ornitin dekarboksilaz-spermin oksidaz
metabolik yolagi araciligiyla hidrojen peroksit iiretimi ile neden oldugu apoptoz NO’e bagl
degildir. Bu nedenle, H. pylori tarafindan indiiklenen apoptozisdeki NO'in roli farklilik
gosterir. H. pylori, ozellikle konak¢i hiicreler i¢in L-arginin biyoyararliligini azaltarak
makrofajlar tarafindan NO tiretimini engellemektedir. H. pylori iireaz tarafindan aktive edilen
bir yolak boyunca miyeloid hiicrelerde NOS2'nin eksprese edildigine dair kanit vardir
(Chaturvedi ve ark, 2004). Bu durum konakg: tarafindan, diisiik bir endotoksik aktivite
sergileyen olduk¢a bol miktarda bir bakteri protenine cevap vermek igin gelistirilmis bir
mekanizma olarak diistiniilmektedir. Ayrica H. pylori, NO ile miicadele i¢in siirli savunma
sistemine sahiptir. Bu nedenle eger konak¢ida NOS2 ekspresyonu ve NO iiretimi engellenirse,
bu durum H. pylori bakterilerinin hayatta kalmasini kolaylastirir. H. pylori tarafindan NO
tiretimini smirlamak ve enfeksiyon siiresini arttirmak ic¢in konakgidaki oksidatif stres ve

karsinogenezi azaltmak bir ¢esit evrim siireci olarak diistiniilebilir (Falush ve ark, 2001).

2.9. Gastrik Mukozada Antioksidan Sistemler

Diisiik ve orta miktarlarda ROT, muhtelif fizyolojik siireclerde faydali etkilere sahiptir;
ancak, antioksidan sistemler ile iligskili ROT'un dengesiz iiretimi, oksidatif doku hasarina
neden olur. Antioksidan yolaklar ROT'un olumsuz etkilerini sinirlayabilir ve antioksidan
reaksiyonlarii dengeleyebilir. Antioksidanlar, organizmada serbest radikalleri oksitleyerek
uzaklastirir ve sonug olarak ROT fazlaligin1 engeller. Bu sistemler hem endojen hem de
eksojen antioksidanlar ile enzimatik ve enzimatik olmayan mekanizmalarla gergeklesir. GI
yoldaki temel enzimatik antioksidanlar SOD, GSH peroksidaz, GSH-rediiktaz ve CAT’dur.
(Bhattacharyya ve ark, 2014).

2.9.1. Endojen Antioksidanlar

SOD enziminin aktivitesi ile H,O,'nin neden olabilecegi GI mukozal hasarlar ortadan

kaldirilabilir. Bu enzimin aktivitesindeki azalma, mide iilseri iiretirken, artan etkinligi
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hastalarda {ilser iyilesme siirecine katilmaktadir. Ornegin, gastrik adenokarsinoma ve
skuamoz hiicreli 6zofageal karsinom dokulari mukozal Mn-stiperoksit dismutazin (Mn-SOD)
ekspresyonunda artis gostermektedir. Ancak, Cu-Zn-siiperoksit dismutaz aktivitesi kanser
dokularinda normal dokular ile karsilastirildiginda daha disiiktiir. Ancak bu degisiklikler
patolojik veya degisen homeostazin bir yansimasinin olup olmadigi agik degildir (Janssen ve
ark, 2000).

H.O, metabolizmasi ig¢in diger 6nemli bir yolak ise oksidan formdaki GSSG’i
indirgenmis GSH formuna doniistiiren GSH peroksidaz aktivitasyonudur. Bu islem sirasinda
H.0, H,O’ya, lipidperoksitler de uygun formda stabil alkollere indirgenirler. GSH peroksidaz
reaksiyonu, pentoz fosfat yolagindan tiretilen NADPH’1 kullanarak ve GSSG’i indirgeyerek
GSH seviyesini diizenleyen GSH rediiktaz ile iligkilidir. Giiglii bir antioksidan savunma
sistemi olarak GSH redoks dongiisii ¢esitli tiimor hiicrelerinde ve endotel hiicrelerinde
tanimlanmistir. GSH rediiktaz inhibisyonu, GSH igeriginin tiikenmesi ve mide mukoza
hiicrelerindeki GSH biyosentezinin engellenmesi gibi bozulmalar, gastrik dokusunu H,O;
aracili oksidan hasarmma daha duyarli hale getirir. Portal hipertansif fare gastropatisi ile
indiiklenen gastrik hasar sirasinda, antioksidan savunma enzimleri, SOD, GSH peroksidaz,
CAT ve GSH diizeylerinin azaldigr bulunmustur. Buna ek olarak, gastrik mukozaya absolut
etanol uygulandiginda GSH seviyelerinin diistiigli, buna karsilik seyreltilmis alkol
uygulandiginda GI antioksidan kapasitesinin (GSH ve SOD) arttig1 goézlemlenmis. Bu
sonuglar diisiik doz etanoliin sitoprotektif etkisiyle iliskilendirilmistir (Kaur ve ark, 2000;
Matthews ve ark, 2006).

Klinik uygulamada mide adenokarsinomasi, kanserli olmayan hiicrelere kiyasla daha
yiiksek Mn-SOD ekspresyonu gosterir. Bu patolojik durumda GSH peroksidaz, SOD ve GSH
rediiktaz aktivitelerinin yani sira yiiksek diizeyde malondialdehit bulunmustur. Ayrica
sicanlarin  kanindaki SOD aktivite seviyesi degismeden kalirken kadmiyuma bagh
lipidperoksit seviyesi zararli uyaranlara kars1 gastrik mukozanin duyarliliginin artmasinda rol
oynar. Hiicrelerde farkli seviyelerdeki antioksidan SOD enzimi, farkli malignite tiplerini
uyararak metabolik kargasaya neden olabilmektedir (Verma ve ark, 2014).

Her bir hiicresel tiire ait CAT hiicresel aktivitesi, enzimin HyO,'yi etkili bir sekilde
detoksifiye edip etmedigini belirleyebilir. Bununla birlikte H,O,, gastrik hiicrelerdeki bir
oksidatif olay zincirine, tercihen GSH redoks dongiisiiyle metabolize edilebilen toksik lipid
peroksitlerin olusmasi sonucu baslayabilir. Kolorektal kanser, gastrik adenokarsinoma ve H.
pylori ile enfekte midede diisiik CAT aktivitesi bildirilmistir (Bhattacharyya ve ark, 2014).
Ilging bir sekilde H. pylori, kendi katalazim (CatA) kullanarak nétrofiller tarafindan iiretilen
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H20,'yi uzaklastirabilmektedir. H. pylori’nin kendi katalazi disaridan gelen ROT/RAT
saldirisina karsi bir savunma mekanizmasi olarak hareket edebilir. Ayrica, indometazin
kullanimu1 gastrik iilserasyona neden olur ve daha diisiik bir GSH konsantrasyonu ve CAT ile
iliskili olarak lipid peroksidasyonunu arttirir (Handa ve ark, 2011; Kwiecien ve ark, 2014).

Gastrik kan akis1 farkli mekanizmalarla diizenlenir. NO, gastrik mukoza biitinligiiniin
korunmasinda temel teskil eden gastrik mukozanin vazodilatasyonunu tesvik eden diizenleyici
bir faktordiir. NO’nun inhibisyonuna siddetli akut gastrik mukozal lezyon eslik eder ve kronik
gastrik  Ulserlerin  iyilesmesini  geciktirir. Bununla birlikte NO, mide mukozal
yaralanmalarinda hem sitoprotektif hem de sitotoksik islevler gosterir. Gastrik dokulardaki
NO'nun endojen formu, etanol ile indiiklenen hemorajik hasarin iyilestirilmesine ve mide
mukozal biitiinliigiiniin korunmasina katkida bulunur (Sugata ve ark, 2003; Kwiecien ve ark,
2014).

HO'm biyolojik 6nemi, heme katabolizmasinda hiz smirlayict enzim fonksiyonuyla
iligkilidir. IL-1, TNF-a, LPS, ROT ve RAT gibi inflamatuar mediatérlerin in vitro ortamda
HO-1'i yukar1 yonde diizenleyebildigi bildirilmistir. GI doku ve hiicrelerinde HO-1
aktivitesinin indiiklenmesinin gastrik inflamasyonu, doku nétrofil aktivasyonunu ve
proinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu azalttigi i¢in hastalifin sitoproteksiyonu ve
iyilestirilmesi igin kritik oldugu ileri siiriilmistiir. Ayrica, niikleer faktor2’nin (Nrf2)
aktivasyonu, apoptozu inhibe ederek gastrik mukozayr koruyan HO-1’in yukar1 yonde
diizenlenmesini saglar (Kwiecien ve ark, 2014).

Melatonin memelilerin pineal bezinde, retina, lenfositler, GI yol ve kemik iliginde
serotoninden sentezlenen bir hormondur. GI yolunun salgi, hareketlilik, sindirim ve besin
maddelerinin emilimi gibi bir¢ok fizyolojik islevin yaninda antioksidan 6zellik olarak da
onemli bir rol oynar. Boylece, melatonin GI biitiinliigiiniin, gastro-korumanin ve iilser
tyilegsmesinin korunmasina katkida bulunur. Dahas1 bu molekiil mide mukozasindaki oksijeni
ve lipid peroksidasyonunu inhibe eden sitotoksisitenin yani sira, ROT'U baskilar, gastrik kan
akisini indiikler ve noétrofille indiiklenen sizintiyr azaltir. Ancak, melatoninin sindirim
sisteminin isleyis mekanizmasindaki roliiniin ve bunun mukozal strese karsi gastro-korumaya
katkisinin agiklanabilmesi i¢in yeni ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Jaworek J, 2005;
Brzozowska I, 2014).
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2.10. Gastrik Asit Sekresyonu

Gastrin, gastrokolik refleksin aracilik etmedigi mide motilitesinin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynamaktadir. Hem domuz gastrini hem de sentetik gastrin kardiyak sfinkteri
uyarir, sesi yiikseltir ve geri akisa kars1 direnci arttirir, ayn1 zamanda sfinkterin direncini
arttirdi@i bilinen asit sekresyonunu uyarir. Ancak, gastrin etkileri sekretuvar uyarimdan
bagimsiz goriinmektedir (Misiewicz ve ark, 1969).

Insiilin, gastrin, elektriksel uyari ve histamin tarafindan aktive edilen gastrik asit
sekresyonu boyunca gastrik bezin liimenine bitisik hiicre yiizey zarmin belirgin bir
amplifikasyonu vardir. Insan gastrik biyopsilerinin antihuman gastrini kullanan dolayh
immiinofloresan teknigi ile incelenmesi, morfolojik, sitokimyasal ve elektron mikroskobik
caligmalarda gozlemlenen gastrin salgilayan (G) hiicrelerin dagiliminin ve sayisinin
degiskenligini dogrulamaktadir. Sekonder hipersekresyonu olan olgularda derin bir G-hiicre
hiperplazisi gozlenir. Bu vakalarda pentagastrin hem normal mide mukozasindan hem de
gastrit mukozasindan neredeyse maksimum HCI yanit1 verir (Pearse ve Bussolati, 1970).

Artmis bazal histamin olusturma kapasitesi HCI salinimini uyaran olaylar dizisinin
tamamlayici bir pargasi oldugu i¢in histidin dekarboksilaz aktivitesine belirgin bir fonksiyonel
onem verilir. Gastrik mukozada hiicre yenilenmesi ve protein sentezinin 6zellikle salgilama
aktivitesi sirasinda ve sonrasinda siirekli olarak yiiksek oranlarda ilerledigi bilinmektedir.
(Rosengren ve Svensson, 1969).

Gastrik bosalmanin kontroliinde, pilor fonksiyonlarin kronik gastrit ve gastrik ilser
gelisimine yol agabilen mide ve mukozadaki degisiklikleri 6nleyerek duodenal refliiniin
engellenmesiyle ile iliskili oldugu kabul edilmektedir. Midenin bosalmasinin geciktirilip
geciktirilmedigine bakilmaksizin mide etanol emiliminde 6nemli bir bolgedir. Mide mukozal
fonksiyonu (metabolizma), asit salgis1 ve etanol emilimiyle ilgili bu veriler, gastrik hasar
olusumunda serbest radikallerin ve oksidatif stresin katilimiyla oldukga iliskilidir (Fukumura,
1995).

2.10.1. Artms Gastrik Asit Sekresyonu

Gastrik iilserasyonun etiyolojisi artmis gastrik asit sekresyonu ile iligkilidir. Bununla
birlikte, gastrik ve duodenal mukozanin duyarliligina ve gastrik sivinin erozif etkisine katilan

cok sayida farkli faktorler vardir. Gastrik tilserasyonlu bazi hastalarda asit salgis1 normal veya
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diisiik olabilir. Bu durum mukozal direncin énemini vurgulamaktadir. Aspirin, alkol ve safra
asidi mide mukozasmin fizyolojik 6zelliklerini degistirebilir ve erozyona veya iilserasyona
neden olabilir. Bu sebepten tedavi, gastrik asiditenin azaltilmasma yoneliktir ve antasitler
iilserasyon agrisini hafifletmek i¢in kullanilirlar. Gastrik hastaliklar i¢in antikolinerjik ilaglar
asit salimmmini {izerinde diisiik inhibisyon etki, cesitli yan etkiler ve belirsiz etkinlik
gostermektedir. Antasitler kullanilarak yapilan kontrollii ¢alismalar, duodenum {ilseri
iyilestirilmesinde gastrik asiditeyi azaltmanin degerini ortaya koymustur. 1970'lerde histamin-
2 (H2) reseptor antagonistlerinin kesfi ve 1980'lerde proton pompasi H', K'-ATPaz
inhibitorlerinin piyasaya stiriilmesi duodenal ve gastrik iilserlerin tedavisinde asit saliniminin
azaltilmasin1 birinci segenek yapmustir. Ayrica H. pylori'nin duodenal ve gastrik {ilser
rekiirrensleri i¢in biiyiik bir risk faktorii olusturdugu gosterilmistir. Bu organizmanin midede
yok edilerek iilserin iyilesebilecegi One siiriilmiistir Bu nedenle H2 ve proton pompa
inhibitorleri, H. pylori ile iliskili duodenal ve gastrik ilserlerin ve ayrica gastrodzofageal
reflii, stres iilseri, NSAII’lerle iliskili iilserler ve gastrinoma gibi diger asit ile iliskili
bozukluklarin tedavisinde rol oynamaya devam etmektedir (Bi WP ve ark., 2014, Alex M. ve
ark, 2009)

H2-histaminerjik reseptor bloke edicileri parietal hiicre H2 reseptdriinii bloke ederek,
parietal hiicrenin sitoplazmasindaki adenilat siklaz aracili siklik AMP'nin olusumunu azaltir.
Siklik AMP'ye bagimli PKA enzimini uyarir ve bu enzim, parietal hiicrenin proton pompasini
(H*, K'-ATPaz) hedefler. Gastrik pepsinin etkinligi gastrik aside bagimli oldugundan, H2-
histaminerjik reseptor bloke edicileri mide asidi salgisim1 belirgin bir sekilde diisiirebilir ve
0zofagus, mide ve duodenumun liimeninde peptik aktiviteyi azaltir. Bu bilesikler, Zollinger-
Ellison sendromu ve iliskili asir1 asid salimm kosullar1 olan hastalarda, mide asidi
hipersekresyonunu ve semptomlarini, gastrin iireten tiimorlere karsi asit hiper-sekresyonun

kontroliinde etkili olabilir (Hunt ve ark, 1990).

2.11. Gastrik Hasar Olusturulan Deneysel Modeller

Sican midesinde stres lilseri yaratmak i¢in sik¢a kullanilan yontemlerden biri sicanin
hic hareket edemeyecegi sekilde bir kap icerisine hapsetme (Restrain) yontemidir. Bu
yontemin olusturdugu iilser, gastrik mukozal erozyon ve iilserasyonun patogenezini anlamak

icin kullanilan bir modeldir. Model, smirli mikrosirkiilasyon, hiicre proliferasyonunun
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kaybedilmesi ve vazoaktif faktorlerin serbest birakilmasi gibi mekanizmalarin stres
tilserleriyle iligkili oldugunu onermektedir (Slomiany ve ark, 1975). Siganlara 6zofagus
kaniilii yoluyla HCI verilmesi, mide mukozasinin HCI kaynakli yaralanmalarina intragastrik
verilen bilesiklerin etkilerini test etmek i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu yolla gastrik nekroz
ve kanama iizerindeki etkiler incelenir (Lichtenberger ve ark, 1983). Sicanda serviks kord
transeksiyonundan sonra midenin glandiiler kisminda erozyon olusur. Kopeklerde, histamin
dihidrokloriir, pentagastrin ve 2-deoksiglukozun intravendz infiizyonu erozyona ve daha fazla
gastrik tilserasyona neden olan gastrik asit salinimini uyarir (Sigman ve Gillich, 1982).

Diger deneysel yaklasimlar ise soguk stres, giiclii asitler, giiclii alkaliler ve safra
tuzlar ile indiiklenen gastrik hasarlanmalar1 igermektedir. Serotonin (5-hidroksitriptamin)
uygulamasi yogun vazokonstriiksiyon fokal iskemi ve lizozomal enzimlerin salinmasina bagl
farelerde akut gastrik iilserler olusturur. Buna ek olarak, reserpin ve cesitli NSAII’ler gastrik
hasarin deneysel indiiksiyonunda kullanilan diger ajanlardir (Miller, 1983).

Oral etanol uygulamasi ile indiiklenen gastrik mukozal hasar, mukozal lezyonlarin
olusumunda rol oynayan mekanizmalarin incelenmesi igin kullanilan bir modeldir (Bou-
Abboud ve ark, 1988). Bu modelde etanoliin neden oldugu gastrik lezyonlarda patojenik
faktorleri temsil eden vaskiiler yaralanma ve endotel hasar basarili bir sekilde temsil edildigi
gosterilmistir. Etanol kaynaklt mide mukozal hasarinda, submukozal veniil daralmasini,
mukozal kan akimimin kesilmesi ve mukozal hiicre nekrozu takip eder (Bou-Abboud ve ark,
1988). Sigan mide mukozasinda etanoliin altinda yatan bazi 6zel mekanizmalar vardir. Etanol,
hiicresel plazma zarlarimi degistirerek ve transmukozal elektrik potansiyel farkini azaltarak

sigan glandiiler midede yiizey epitel hiicrelerine hizla hasar verir (Szabo ve ark, 1985).

2.12.  Gastrik Hasarda Yara lyilesmesi

Gastrik ilserler midede muskularis mukozasinda meydana gelen lezyonlardir. Gastrik
tilserlerin altta yatan sebeplerinin aydinlatilabilmesi i¢in ¢ok sayida yeni ¢alismaya gerek
duyulmaktadir. Ulserlerin midenin koruyucu mukus tabakasinda azalmanin bir sonucu olarak
ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir. Mide mukozasinin, koruyucu mukus tabakasindaki azalmadan
kaynaklanan mide igerigine maruz kalmasi, mukozanin gastrik asit tarafindan erozyona
ugramasina neden olabilecegi diisiiniilmektedir (Sung ve ark, 2009)

Patojen H. pylori enfeksiyonu ve NSAIl kullanimi dilser hastaligi ve iilser
komplikasyonlar1  riskini artirmaktadir. Ayrica yasin ilerlemesi mide savunma

mekanizmalarinda 6nemli bir diismeye ve mide hasarmin tamir edilememesine yol
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acmaktadir. Sadece ABD'de mide iilserleri her yil yaklasik 500.000 yeni vakanin bildirildigi
yaklasik 5 milyon kisiyi etkiledigi rapor edilmektedir. Bu durum etkili tedaviler saglama
cabasityla mide iilseri onariminin altinda yatan mekanizmalara yonelik siirekli arastirma
ihtiyacin1 vurgulamaktadir (Blackwell ve ark, 2014).

Yaslt bireyler mide iilserasyonuna ¢ok daha duyarhidir. Yasl bireylerin midelerinde en
stk goriilen rahatsizliklar atrofik gastrik ve gastrik ilser hastaligidir. Gastrik ilserler yash
hastalarda genellikle NSAIl'lerin asir1 kullamimi ve H. pylori enfeksiyonu sonucu olusur.
Gelismis tlkelerde 20 yasindaki bireylerin % 20'sinden az, 70 yasindaki bireylerin %
50’sinden fazlasinda H. pylori enfeksiyon prevalansindaki siirekli artig dikkate alindiginda bu
durum &nemli bir problem olarak ortaya ¢ikmaktadir (Everhart, 2000). NSAII kullanimi1 yasin
ilerlemesiyle birlikte {ilser gelistirme riskini artirmaktadir. Mide {ilserasyonuna baglh
komplikasyonlar yasla birlikte artmaktadir ve yasla birlikte azalan gastrik asit sekresyonu
nedeniyle azalan vitamin B12 emilimi, demir eksikligi anemisi ve daha yiiksek oranda
osteoporoz igermektedir. Yaglilarda mide {ilseri gen¢ hastalara gore daha sik oranda
goriilmektedir. Ulserlerin ve beraberindeki komplikasyonlarin yaslilara odaklanan bir yiik
oldugunu gosteren kanitlara ragmen, yash bireylerin midesinde H. pylori eradikasyonundan
sonra bile onarimi bozan molekiiler mekanizmalar hakkinda bilgi eksikligi vardir. Histolojik
olarak, gastrik iilserlerin iki ayr1 bolgesi vardir: (1) tlilser marj1 hasarli epitelyumun yaninda
bulunan nekrotik olmayan mukoza ve (2) fibroblastlar, makrofajlar ve endotelyal hiicrelerden
olusan iilser tabaninda graniilasyon dokusu. Gastrik iilser onarimi, erozyona ugrayan dokulari
yeniden epitelize etmek i¢in hiicrelerin ¢ogalmasini ve gogiinii igeren karmasik bir siirectir
(Tarnawski, 2005). Anjiyogenez, matriks birikimi ve bagisiklik hiicreleri, hasarli gastrik
epitelyumun onarilmasina katkida bulunan ek bilesenlerdir. Gastrik iilser onarimina katkida
bulunan olaylarin, gesitli biiyiime faktorleri, molekiiller ve sitokinler (epidermal biiylime
faktorii (EGF), transforme edici biiyiime faktorii-a (TGF-a), TGF-B, hepatosit gelisimi faktor
(HGF), vaskiiler endotelyal biiylime faktori (VEGF), temel fibroblast biiyiime faktorii
(bFGF), trombosit kaynakli biiytime faktorii (PDGF), trefoil peptidler (TFF) ve Sonic dikenli
protein (Shh) ) tarafindan koordine edilmesi gerektigi goriillmektedir (Kang ve ark, 2009; Xiao
ve ark, 2013).
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2.12.1. Gastrik Ulser Iyilesmesinin Hiicresel ve Molekiiler Mekanizmalari

Gastroduodenal iilserasyonlarin etiyolojisinde genetik, noral, hiimoral, iatrojenik (6m.,
NSAIl'ler) ve enfeksiyonlar (Helicobacter pylori) gibi ¢esitli faktdrler rol oynamaktadir.
Ulserler gastrik (veya duodenal), liimen ve mukozal savunmada bulunan agresif faktorler
(6rn., HC1, pepsin, NSAIl'ler, H. pylori enfeksiyonu, safra asitleri, vb.) arasindaki bir
dengesizlik sonucu gelisir. Daha sonra mukus ve bikarbonat tabakalarinin olusturulmasi,
yiizey epitel hiicre katmaninin siirekliliginin korunmasi (mukus, bikarbonat ve prostaglandin
salgilanmasti), hiicre yenilenmesi, mukozal mikrosiirkiilasyon, prostaglandin ve nitrik oksit
olusumunun devam etmesi Ve Kalsitonin gen iligkili peptit-a mukozal koruyucu faktor iceren
sinirler ile saglam duyusal innervasyon mekanizmalart devreye girerek iilserin iyilesme siireci
baslar (Tarnawski ve ark, 1990).

Ulser, mide veya duodenal duvarin tiim mukozal kalinligmi igeren ve muskularis
mukozasmna niifuz eden derin bir defekttir. iskemiye neden olan vaskiiler faktorler iilser
gelisiminde 6nemli rol oynar. Bu durum, siganlarda asetik asitle indiiklenen mide iilserlerinin
gelisimini inceleyen c¢alismayla ve kobaylarda mide submukozal arterlerin okliizyonunun
tilser olusumuna yol agtigin1 gosteren ¢alismalarla belirtilmistir (Tarnawski ve ark, 1990).
Histolojik olarak iilser iki ana yapidan olusur: (a) iilser kraterine bitisik mukoza tarafindan
olusturulan iilser marj1 ve (b) iilser tabaninda graniilasyon dokusu (Lam, 1984; Tarnawski ve
ark, 1990) (Sekil 3).
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Tablo 1.

Bag Doku Skar Granulasyon Doku

Gastrik ve duodonal mukozada iilserasyonun diagramatik gosterimi (Tarnawski

: mukoza; MM: muskularis mukoza; SM: submukoza; MP: mukularis propria

Ulser gelisimi ve iyilesmesi sirasinda iilser marjmin mukozasinda yer alan hiicresel

olaylar (Tarnawski, 1995).

SiraNo  Ulser marjinin mukozasinda yer alan hiicresel olaylar
1 Mide bezlerinin Kistik dilatasyonu
2 Dilate bezleri kaplayan epitel hiicrelerinin yapisinin korunmasi
3. EGFR’ni ekprese eden hiicrelerin korunmasi ve proliferasyonu
4 Ulser marjinin tabanindan gelen epitelyal hiicreler, graniilasyon dokusunu istila
eden ve mide bezlerini mukozal yara i¢inde yeniden olusturmak i¢in mide
5. Liimenine dogru go¢ eden tiibiiller olusturmasi
6. Bu tiibiilleri olusturan hiicreler EGF iiretmesi ve EGFR’nin eksprese etmesi

23



Tablo 2. Ulserli bolgede graniilasyon dokusunda meydana gelen olaylar (Tarnawski, 1995).

SiraNo  Ulserli bolgede graniilasyon dokusunda meydana gelen olaylar

1. Mukozal ve muskularis mukoza nekrozundan 48 ila 72 saat sonra,
graniilasyon dokusu gelisir. Graniilasyon dokusu makrofajlar,
fibroblastlar, proliferatif mikrodamarlar (anjiyogenez), lenfoid hiicreler ve hiicre
2. dis1 matriks bilesenlerinden olusur.
3. Biiylime ve 6zellikle bag doku hiicrelerinin ve anjiyogenezin proliferasyonu,
fibroblast bliytime faktorleri tarafindan uyarilir.
4. Ulser iyilesmesi sirasinda graniilasyon dokusu hizla biiyiir ve
() lamina proprianin restorasyonu igin mide dokusu hiicrelerinin kontaktivitesini ve
(b) anjiyogenez ile mukozal skar i¢inde mikrovaskiiler kapiler aginin
restorasyonu i¢in endotelyal hiicreler saglar (bdylece, iilser tabanina oksijen

ve besinler saglanir).

Tablo 3. Anjiyogenezde gelisen olaylar (Tarnawski, 1995).

SiraNo  Ulserli bolgede graniilasyon dokusunda meydana gelen olaylar

1. Mikrovaskiiler taban zarinin bozulmasi.

2 Perivaskiiler bosluga (filizlenme) ve proliferasyona endotel hiicre gocii
3 Mikrovaskiiler tiipiin olusumu.

4, Anastomoz, liimina ve bazal zarlarin olusumu

5 Kapiller agin olusumu.

Bu bolgedeki gastrik bezler genisler ve bu bezleri kaplayan epitel hiicreleri normallesir,
EGFR’ni eksprese ederler (Lee, 1991; Tarnawski ve ark, 1992).

Ulserasyonun kronik asamasinda, iilser krater tabaninda graniilasyon dokusu gelisir.
Graniilasyon dokusu makrofajlar, fibroblastlar, lenfoid hiicreler ve endotel hiicreleri gibi
proliferatif bag dokusu hiicrelerinden olusur. Endotelyal hiicreler anjiyogenez siireci ile

mikrodamarlar olustururlar (Tarnawski ve ark, 1990; Tarnawski, 1995).
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2.12.2. Ulser lyilesmesi

Ulser iyilesmesi, yani mukozal mimarinin yeniden yapilandiriimasi, mukozal defektin
Sekil 4' deki proliferasyon ve gog, epitel hiicreleri ve bag dokusu bilesenleri ile doldurulmasi
gibi aktif bir islemdir. Farkli dokularin ve hiicresel sistemlerin etkilesimini gerektiren ¢ok
karmasik bir stirectir (Tarnawski ve ark, 1990; Tarnawski ve ark, 1991)

Ulser iyilesmesini etkileyen bir takim faktorler vardir. Luminal agresif faktorler (HCI
sekresyonu, pepsin) iilser iyilesmesini geciktirir. Bu faktorlerin asit inhibitor ilaglar ile
inhibisyonu (H2 blokerleri, proton pompa inhibit6rleri) mevcut iilser tedavisinin ana
bilesenlerinden biridir. Mukus ve bikarbonat sekresyonu iilser iyilesme siirecinde de
onemlidir. Ciinkli mukus/bikarbonat tabakasi yeni olugmus hiicreleri asit ve pepsin hasarindan
korur. Sukralfat veya prostaglandinler gibi topikal aktif maddeler, mukus ve bikarbonat
sekresyonunu uyarir. EGF (tiikriik kaynakli veya yeni bir hiicre soyu ile lokal olarak {iretilen)
(a) tlser marjimin mukozasinda artan hiicre proliferasyonu (re-epitelizasyon), (b) iilser krater
tabanina komsu olan mukozadan epitelyal tiibiiller ile glandiler yapilarin

rekonstriiksiyonundan sorumlu olan baslica faktordiir (Tablo 2).

1. Luminal faktoérler: , H+, J Pepsin, N Mukus/Bikarbonat

2. Buyume fakt('j\lr/leri (EGF, TNF-o.)

/ iyilesme bdlgesi: Glandular yapinin
Yeniden yapilanmasi i¢in hicre saglar

3.Granulasyon Doku: Mukozal yapinin onarimi igin
mikrodamarlar (anjiyogenez) ve bag doku saglar.

Sekil 4. Ulser iyilesmesinin etkileyen faktdrler ve iilser iyilesme prosesinin diagramatik
gosterimi (Tarnawski, 1995). M: mukoza;, MM: muskularis mukoza; SM: submukoza; MP:

mukularis propria.
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Temel fibroblast biiyiime faktorii (anjiyojenik peptitler) anjiyogenezle birlikte
graniilasyon dokusunun gelisimini ve biiylimesini diizenler. Bu nedenle, iilser iyilesmesinin

basarili sonuglari i¢in biiylime faktorleri olduk¢a 6nemlidir (Tarnawski, 1995).

2.12.3. Normal ve Anormal Mide Dokusu Arasindaki Smir (Ulser Marjin1) Mukozasinda
Gerg¢eklesen Hiicresel Olaylar

Ulser marjininda, ¢ogalan ve boliinen epitelyal hiicreleri, iilser tabanin1 6rtmek (yeniden
epitelize etmek) icin graniilasyon dokusuna go¢ eder. Ayrica, iilser marji tomurcugunun
tabaninda bulunan sistik olarak genislemis bezlerden gelen kotii diferansiye hiicreler ve
graniilasyon dokusu olusturan tiibiillere gé¢ eder. Bu tiibiiller mide mukozasi liimenine dogru
mide mukozasi yaralarmi mide mukozasiin igindeki ilseri degistirerek yeniden
yapilandirirlar. Kismen veya tamamen restore edilmis mukoza (yara) i¢indeki bu rekonstriikte
bezleri kaplayan hiicreler epidermal biiyiime faktorii reseptorii ve ligandini eksprese eder.
EGF'nin bu hiicreler tarafindan salgilanmasi, iilser iyilesme siireci i¢in ¢ok onemlidir (Lee,

1991; Tarnawski ve ark, 1991; Tarnawski ve ark, 1992).

2.12.4. Ulser Tabanmindaki Graniilasyon Dokusunda Hiicresel Olaylar (Bag Dokusu
Bileseni)

Ulser iyilesmesinin ikinci 6énemli bileseni, iilser tabaninda bag dokusu hiicrelerinden
olusan graniilasyon dokusudur. Graniilasyon dokusu, asagidakilere bagli olarak yaygin
sekilde biiyilir: (a) hiicre dis1 matriks bilesenlerini salgilayan bag doku hiicrelerinin
proliferasyonu ve (b) anjiyogenez ile yeni mikrodamarlarin {iretilmesi (Tablo 3).
Anjiyogenez, iilser iyilesmesine katilan mukozal epitelyal yapilara oksijen ve besin saglamak
icin 6nemlidir. Graniilasyon dokusu: (a) mikrovaskiiler agin restorasyonu i¢in mikrodamarlar
ve (b) mukozal yara iginde lamina proprianin restorasyonu i¢in bag dokusu hiicreleri saglar.
Graniilasyon dokusu siirekli yeniden bigimlenir ve hiicresel bilesimdeki degisikliklere ugrar.
Baslangigta, inflamatuar hiicreler ve makrofajlar bol miktarda bulunurken, sonraki asamalarda
fibroblastlar baskindir. Iyilesme siirecinin nihai sonucu, iilser marj1 mukozasindan gelen epitel
bileseni ile graniilasyon dokusundan kaynaklanan bag dokusu bileseni (mikrodamarlar dahil)

arasindaki dinamik etkilesiminin yansimasidir (Tarnawski ve ark, 1990).
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2.13. Biiyiime Faktorii ve Reseptorlerinin Gastrik Ulser Tyilesmesindeki Rolii

EGF, 53 aminoasitten olusan bir polipeptitdir. EGF, hiicre proliferasyonunu ve
migrasyonunu uyarirken gastrik asid sekresyonunu inhibe eder ve mukus salinimini artirir.
EGF, ince bagirsagin Paneth hiicrelerinden, duodenumun Brunner bezlerinden ve
submandibular bezlerinden salgilanir (Romano ve ark, 1992).

Ulser iyilesmesinde ve gastrik mukozal biitiinliigiin saglanmasinda liiminal EGF’nin
rolii gesitli degiskenlere baghdir. Gastrik sivida EGF’nin ana saglayicist olan submandibular
bezlerin alindig1 siganlarda gastrik iilserin iyilesmesinde gecikme gozlenirken oral olarak
sentetik EGF verilmesi tilser iyilesmesini hizlandirmistir (Konturek ve ark, 1988)

Insanlarda gastrik iilserin aktif oldugu evre boyunca EGF’nin gastrik siv1 ve tiikiiriikteki
konsantrasyonu azalir ancak iilser iyilesmesi tamamlandiktan sonra normal seviyeye ulasir.
Ayrica sigara igmenin EGF sekresyonunu tiikiirik ve duodenal bezlerde azalttigi ve
graniilasyon dokuda ve mukus sentezinde anjiyojenik yanitin inhibisyonu ile {iilser
iyilesmesini geciktirdigi gosterilmistir (Calabro ve ark, 1990; Konturek, 1990).

Gastrik iilser 1yilesmesinde liiminal EGF’ nin konsatrasyonunun azalmasina neden olan
mekanizmalarin tam olarak tanimlanmamasina ragmen yapilan ¢aligmalardan elde edilen
sonuglar intragastrik EGF’ nin mukozal tamirin kontroliinde énemli bir role sahip oldugunu
ve EGF’nin azalmasmin iilser gelisimine yatkinlhigr arttirdigini gostermektedir. Siikralfat ve
kolloidal bizmut subsitrat gibi bazi anti-iilser ilaglarin iilser yatagindaki EGF’ye baglanarak
EGF konsantrasyonunu arttirmasi bu goriisii desteklemektedir (Itoh ve ark, 1990).

Siyaloadenektomi (tiikiiriik bezinin ameliyatla ¢ikarilmasi), kolloidal bizmut subsitratin
anti-iilser etkisini azaltir ancak etkinligi EGF'nin oral alinmasiyla ile tekrar saglanabilir.
Benzer sekilde, nocloprostun anti-iilser etkisi, iilser marjinda artan EGF igerigi ile iligkilidir.
Bu gozlemler EGF'nin tlikiiriik saliniminin ve mide suyundaki konsantrasyonunun {iilser
lyilesmesini tesvik etmek ic¢in Onemli oldugunu gostermektedir (Wright ve ark, 1990;
Konturek ve ark, 1997).

EGF, etkilerini belirli bir hiicre zar1 reseptorii ile etkilesim yoluyla uygular. Epidermal
biiyiime faktorii reseptorii (EGF-R), tirozin kinaz aktivitesi ile yaklasik 1.200 amino asit
tortusundan olusan bir transmembran glikoproteindir. EGF-R ailesi, EGF-R (ErbB1), orfan
reseptor HER2 (ErbB2/ neu), HER3 (ErbB3) ve HER4 (ErbB4)'den olusan biribirine oldukc¢a
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yakin dort tiyeden olusur. Ayrica EGF reseptorlerine EGF disinda transforme edici biiylime
faktori alfa (TGF-alfa), amfiregiilin, heparin baglayici-EGF, betasellulin ve epiregiilin gibi
diger ligandlarda baglanabilir (Milani ve Calabro, 2001).

EGF-R’nin ektraselliiler bolgesine EGF’nin baglanmasi EGF-R’nin hiicre i¢i bolgesinin
0zel kisimlarinin reseptér ve tirozin fosforilasyonunun dimerizasyonuna neden olan
konformasyonal degisiklikleri indiikler. Bu durum kompleks sinyal yolaklari ile bag olusturur
ve gen transkripsiyonunun diizenlenmesine neden olur. EGF-R’nin ligandlariyla etkilesimi
sonucu uyarilmasi farkli biyolojik sinyalleri olusturabilir. Bu biyolojik ¢esitlilik farkli hiicre
ici proteinleri aktive edebilen EGF-R ailesinin, diger {iyeleri ile heterodimer olusturma
olasilig1 ve her biri 6zel sinyal yolaklarinin fosforilasyonunu indiikleyebilen ¢esitli ligandlarin
reseptore baglanmasi ile olmaktadir (Elenius ve ark, 1997; Riese ve Stern, 1998).

EGF-R'nin ekspresyonu, dzellikle iilser marjinin mukozasinda {ilser iyilesmesi sirasinda
belirgin sekilde artar. Akut gastrik mukozal hasarlanmadan sonra EGF-R aktivasyonu, EGF-R
tirozin kinaz ve hiicre dis1 sinyal diizenleyici kinaz (Erkl ve Erk2) aktivitleri de artis gosterir.
Bu durumda canli hiicreler tarafindan yeni reseptorler sentezlenmeden Once reseptorler
ligadlarina baglanir ve hasarli dokuda biyolojik aktivite gerceklesir. Bu gézlemler, EGF-R'nin
aktivasyonunun gastrik mukozal rejenerasyon sirasinda ger¢eklesen en erken olaylardan biri

oldugunu diistindiirmektedir (Milani ve Calabro, 2001).

2.13.1. Gastrik Ulser Iyilesmesinde Epidermal Biiyiime Faktoriiniin Rolii

EGF'nin kesin fizyolojik rolii agikli§a kavusturulmamasina ragmen, olagandisi dagilim
ve normalde travmaya maruz kalmis epitel {izerine salgilanmasi veya ekstraseliiler bir asit
ortamina maruz birakilmasi (6rn., Gastroduodenal igerigindeki bagirsagin liimeni ve iriner
sistem i¢ine idrar), EGF'nin hasardan sonra doku tamirinde ve homeostazin siirdiiriilmesinde
rol oynayabilecegini onermektedir. Yapilan cgalismalardan elde edilen kanitlar, tiikriikteki
EGF'nin cildin ve gastroduodenal mukozanin yara iyilesmesinde énemli bir rol oynadigini
gostermektedir. Derinin yaralanmasindan sonra yarali bdlgenin yalanmasi davraniginda
oldugu gibi tiikiirtik salgisinin yarali bolgeye tasinmasi yara iyilesmesini hizlandirmaktadir
(Hutson ve ark, 1979). Bu gozlem ile uyumlu olarak, fare boynunda standart cilt yaralarinin
iyilesmesi, gruplar halinde saklanan fareler ile karsilastirildiginda, ayr1 olarak kafesli farelerde

daha gec olmaktadir. Salya iginde cesitli biyolojik olarak aktif maddeler mevcut olmasina
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ragmen, iyilestirici etkisinin EGF ile iligkili oldugu goriilmektedir. Sirt bolgesi yarali ayri
kafeslerde bulunan farelerin yarali bolgelerine topikal olarak EGF uygulanmasinin yara
iyilesmesini hizlandirdig1 gériilmiistiir (Hutson ve ark, 1979).

Sicanlarda, ana EGF kaynagi olan submassillar bezlerinin ¢ikarilmasmin, [3H]timidin'in
mide mukozasina katilma oranini énemli 6l¢iide azalttigi gosterilmistir (Tepperman ve Soper,
1990) ve ratlarda kronik gastrik iilser iyilesmesini geciktirmistir (Olsen ve ark, 1986).
Sentetik insan EGF'sinin agizdan uygulanmasi hem kronik gastrik hem de duodenal iilserlerde
simetidin ile ayn1 oranda tlser iyilesmesini hizlandirdigi gosterilmistir. Simetidin ve sentetik
EGF'nin kombine uygulanmasi gastrik ve duodenal {ilserlerin iyilesmesini arttirdigi ve
biiylime uyarici peptidin bir mide asidi salgist inhibitorii ile kombinasyonunun iki maddenin
ayr1 ayr1 uygulanmasindan daha etkili oldugu gosterilmistir (Olsen ve ark, 1986; Skov Olsen
ve ark, 1986). Konturek ve ark, tarafindan asetik asit ile indiiklenen kronik gastrik ve
duodenal f{ilserlerin iyilesmesinde EGF'nin rolii arastirilmistir. Yine tiikiliriik bezlerinin
cikarilmasinin iilser iyilesme oranini geciktirdigi ve gastroduodenal mukozanin DNA ve RNA
icerigindeki azalmaya eslik eden immiinreaktif EGF'nin mide igerigindeki belirgin bir diisiis
ile iliskili oldugu bulunmustur. Ulser iyilesmesindeki gecikmeyi oral veya subkutan olarak
EGF'nin tekrar uygulanmasi, siyaloadenektomi uygulanmis siganlart ve normallestirilmis
mukozal biiyime parametrelerini gézlemlemis ve kronik iilserlerin iyilesmesinde hiicre
¢ogalmasinin 6nemli roliinii vurgulamistir (Konturek ve ark, 1988).

Bagka bir calismada luminal EGF in gastrik iilser iyilesmesindeki roliinii oraya koymak
icin [t25]EGF kronik gastrik iilserli si¢anlara oral olarak ugulanmis ve baglandigi peptitler
otoradyografi ile belirlenmistir. Epitel hasar gevresinde ve iilserli ylizeyde biiyiik bir EGF
birikmesi goriiliirken ¢ok az bir miktarinin baglanmadig1 goriilmiistiir (Poulsen, 1987). iki
popiiler anti iilser ilact olan Sukralfate (De-Nol) ve kolloidal bizmut subsiratin pH ya bagh
olarak EGF’e baglandigi ve ilserli bolgede biriktigi gosterilmistir. Bu durum gastrik ilser
kraterinde EGF’yi yalniz verildiginden daha uzun bir siire kullanilabilir hale getirir. Bu
hipotez ile uyumlu olarak, De-Nol'un iilseri iyilestirici etkileri, sialoadenektomi uygulanmis

sicanlarda azalir ve oral yoldan verilen EGF ile kismen giderilir (Konturek ve ark, 1988).
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2.14. GI Mukozal Iyilesmede Anjiyogenezin Rolii

NSAII ile olusturulan mukoza hasarina kars1 korunmak icin baska bir yontem de GI
traktusundaki neovaskiilarizasyonun yukari regiilasyonu olabilir. Yeni kilcal damarlarin
olusumu olan neovaskiilarizasyon siki bir sekilde kontrol edilir ve normal sartlarda
embriyonik ve postembriyonik gelisim, tireme dongiisii ve yara onarimi sirasinda ortaya ¢ikar.
Raporlar, NSAII kaynakli gastrik iilser hasarina kars1 GI mukozasinda neovaskiilarizasyonun
yukar1 regiilasyonunu gostermektedir. Mide iilserlerinin tedavisi i¢in etkili bir yaklagim, mide
epitel hiicre gbg¢iiniin arttirilmasidir. Fibroblast biiyiime faktorleri, TGF-a, trefoil faktorleri,
hepatosit biliylime faktorii, temel fibroblast biiylime faktorli, trombosit kaynakli biiylime
faktorii ve VEGF gibi anjiyojenik biiylime faktorleri GI mukozal rekonstriiksiyonunda,
mukozal savunmada ve iilserin iyilesmesinde 6nemli faktorlerdir. Bu durum anjiyogenezin
NSAII ile indiiklenen GI mukozal hasarina kars1 bir bariyer gorevi gordiigiinii ve mukoza
onarimina yardimei olabilecegini diisiindiirmektedir (Amagase ve ark, 2011; Tarnawski ve
Ahluwalia, 2012).

2.14.1. Graniilasyon Dokusunda Anjiyogenez

Yeni mikrodamarlarin (anjiyogenez) olusumu morfogenezde, yara iyilesmesinde ve
doku rejenerasyonunda ¢ok 6nemli bir rol oynar. Akut gastrik mukozal hasarin onariminin ve
gastroduodenal iilserlerin iyilesmesinin 6nemli bir bilesenidir. Graniilasyon dokusundaki
anjiyogenez, bir kilcal agin olusturulmasi yoluyla, iilser tabanina besin ve oksijen iletimini
kolaylastirir ve bu nedenle iyilesme siireci i¢in ¢ok Onemlidir. Graniilasyon dokusunda
anjiyogenezin temel fibroblast biliylime faktorii ile uyarilmasimnin, siganlarda deneysel
(sisteamin kaynakli) duodenal {ilserlerin iyilesmesini Onemli 0Olgiide hizlandirdigini
gostermistir.  Ancak, kronik indometazin uygulamasi ile graniilasyon dokusunda
anjiyogenezin inhibisyonu (1 mg/kg i.p., giinlik), siganlarda deneysel mide iilserlerinin
iyilesmesini geciktirmistir (Folkman J, 1991; Szabo ve ark, 1994).

30



2.14.2. Ulser lyilesmesinde Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktorii ve Reseptorlerinin Rolii

Ulser iyilesmesi siireci karmasiktir ve graniilasyon doku olusumu, iilserlesmis doku
daralmasi, anjiyogenezis ve yeniden epitelyalizasyon gibi bir takim adimlart igerir
(Tarnawski, 2005). Bu islemlerin tamamui gesitli sitokin ve biiyiime faktorii aracilari tarafindan
kontrol edilmektedir (Boku ve ark, 2001; Wallace ve ark, 2006). Ozellikle mide iilserlerinin
iyilesmesi, yeni kan damarlarinin 6nceden var olan mikrovaskiiler yapidan olustugu iyi
tamimlanmis bir siire¢ olan anjiogenezise olduk¢a baghidir (Tarnawski, 2005). Anjiyogenez
iskemiden diizelme igin gereklidir ve oncelikle VEGF-A gibi anjiyojenik biiytime faktorleri
tarafindan diizenlenir. VEGF, endotel hiicre canliligini, mitogenezi, kemotaksisi ve vaskiiler
gecirgenligi arttirma gibi vaskiiler endotel tizerinde gesitli etkilere sahiptir (Szabo ve ark,
1998; Ferrara, 2004).

Ilk zamanlarda vaskiiler gegirgenlik faktorii (Keck ve ark, 1989) olarak tanimlanan
VEGF (Dvorak ve ark, 1999), mukozal korunmada ve iilser sirasinda meydana gelen
anjiyojenik yanita neden olan bir biiylime faktoriidir. VEGF, icerinde plasenta biiyiime
faktorii, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve VEGF-E'yi iceren bir peptit ailesidir. Bu
peptitler, diizenli olarak aralikli sekiz-sistein artiklarini iceren dimerik glikoproteinler olarak
salgilanir.

Bu peptit ailesi igerisinden VEGF-A mide {lilseri iyilesmesinde énemli bir rol oynar ve
VEGF-A ekspresyonu, insan gastrik {ilserlerinin marjlarinda saptanmistir (Takahashi, 1997).
Siganlarda ise gastrik fibroblastlarindan salinan VEGF’nin iilseri iyilestirdigi gosterilmistir
(Takahashi ve ark, 1998). VEGF ekspresyonu, sicanlarda gastrik {iilserin indiiksiyonu
sonrasinda artmis anjiyogenez ile paralel olarak artmaktadir (Suzuki N, 1998). VEGF aracili
anjiyojenezin ilser iyilesmesini kolaylastirdigi baska ¢aligmalarda da gosterilmistir (Ohno ve
ark, 2008; Ae ve ark, 2010). Buna ek olarak, VEGF'yi kodlayan bir ekspresyon plazmidinin
tek bir lokalize enjeksiyonu anjiyogenezi arttirmus, tlseri iyilestirmeyi hizlandirmis ve anti
VEGEF nétrlestirici antikorun uygulanmasi bu etkiyi ortadan kaldirmistir (Jones ve ark, 2001).

VEGF-A'nin biyolojik aktivitesi, spesifik reseptdrlerle olan etkilesimine baghdir. VEGF
intrinsik tirozin kinaz aktivitesi ile (Vaisman ve ark, 1990), VEGFR-1 (flt-1) ve VEGFR-2
(flk-1/KDR) spesifik reseptorlerini tanir (Ferrara, 2004; Shibuya, 2006). VEGF-A’nin,
VEGFR1'in tirozin kinaz aktivitesi, VEGFR2'ye kiyasla nispeten zayif olmasina ragmen,
VEGFR2'ye gore on kat daha yiiksek bir afinite ile VEGFR1'e baglanir. Ancak, VEGF ile
uyarilan anjiyogenez oOncelikli olarak VEGFR2 aracilidir (Ferrara, 2004; Shibuya, 2006).
VEGFR2-null farelerde yapilan ¢alismada embriyo farelerin kan damarlarinin gelisiminde
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basarisiz oldugu i¢in rahimde oOldiikleri goriilmiistiir. Bu nedenle VEGFR2 sinyali vaskiiler
sistemin gelisimi i¢in embriyonik donemde gerekli oldugu belirtilmistir. Buna karsilik,
VEGFR1-null farelerde, kan damarlarinin asir1 biyidigi ve dagimiklik gosterdigi
belirtilmistir. Bu durum VEGFR1'in, embriyonik gelisme sirasinda anjiyojenezin negatif bir
diizenleyicisi oldugunu onermektedir. Ilging olarak, tirozin kinaz alanindan yoksun bir
VEGFRI1 varyant1 ifade eden transgenik farelerde genellikle normal kan damarlari dagilimi
gozlenmis. Bu sonuglar, embriyogenez sirasinda vaskiiler gelisim i¢in VEGFR1 kinaz
aktivitesinin gerekli olmayabilecegini diisiindiirmektedir (Shibuya, 2006). VEGFR1 sinyali,
makrofajlarin inflamasyonlu bolgelere alinmasinda da rol oynamaktadir (Murakami, 2008;
Kato, 2011). Mide iilserlerinin iyilesme siirecinde, gastrointestinal sistemde {ilserasyon
bolgesinde VEGF ve VEGF reseptorlerinin ekspresyonu artmaktadir (Shibuya, 2006)

VEGF ve reseptorlerinin ekspresyonu, insan gastrik iilser hastaligmin {ilser marjinda
gosterilmistir. Akut gastrik hasar deneysel modellerinde, siganlarin tek bir oral VEGF dozuyla
on tedavisi mide mukozasinda akut etanol hasarina karsi koruyucu bir etki gosterebilirken
iyilesme sirasinda VEGF ekspresyonu artmaktadir. Ayrica, giinlik VEGF uygulamasi,
anjiyojenezin uyarilmasi ve graniilasyon dokusu olusumu ile sicanlarda sisteamin kaynakli
duodenal iilseri iyilestirmeyi destekledigi bulunmustur. Bu veriler VEGF'nin mukozal
korunma ve onariminda ikili bir rol oynayabilecegini diisiindirmektedir. Bir yandan, gastrik
toksik ajanlarin ve hemorajik lezyonlarin alanini azaltarak vaskiiler gecirgenligin artmasiyla
mukozal direnci gelistirirken 6te yandan, diger biiylime faktorleri ile birlikte anjiyojenik

yanitin gelisimine katkida bulunabilir (Milani ve Calabro, 2001).

2.15.  Ulser lyilesme Kalitesi

Gastrik ilser iyilesmesinin degerlendirilmesi genellikle, hastalarda gorsel endoskopik
muayeneye veya deneysel calismalarda iilser boyutunun briit 6l¢limlerine dayanmaktadir. Bu
yaklagimlar, iyilesmis mide ve/veya duodenal iilserlerin mukozasinin kendiliginden veya
tedaviyi takiben normale dondigii varsayimina yol agmustir. Subepitelyal mukozal
rekonstriiksiyonun kantitatif histolojisini ve yapisal degerlendirmesini kullanarak, iyilesmis
deneysel mide {ilserlerinin yeniden epitelize edilmis mukozasimin belirgin anormalliklere

sahip oldugunu gostermistir. Bu anormallikler azalmis doku kalinligi, gastrik bezlerin belirgin
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olarak dilatasyonu, kotii diferansiyasyon ve/veya glandiiler hiicrelerde dejeneratif

degisikliklerdir (Tarnawski ve ark, 1991; Davies ve ark, 1992).

2.16. Fitokimyasallarin Gastroprotektif Etkileri ve Altinda Yatan Mekanizmalar

Aspirin, diklofenak, indometazin, naproksen ve Kketoprofen dahil olmak iizere
NSAIf'lerin hepsi, romatizmal artritin akut ve kronik agrisini kontrol etmek icin kullanilabilir
ve bunlarin anti-inflamatuar etkileri sismeyi azaltir; Bununla birlikte, bunlarin klinikte
kullanim1 GI mukozasinda oksidatif hasara neden olabilir. Raporlar NSAII kaynakli peptit
tilserlerin oksidatif stres ve apoptoz ile iligkili oldugunu gostermektedir. GI mukozasinda LPO
ve oksidatif hasarin goriiniimii, bagirsak hastaliklari, kronik intestinal inflamasyon veya
iilserlerle iliskilidir. Bu sonuclar NSAli'lerin neden oldugu GI iilserlerinin oksidatif stresin
indiiksiyonu ve/veya antioksidan enzimlerin azalmasindan kaynaklandigini diistindiirmektedir
(Van der Vliet ve Bast, 1992; Liu ve ark, 2010).

Bir transkripsiyon faktorii olan niikleer faktdr erythroid 2'ye bagh faktor 2 (Nrf2),
birka¢ antioksidan ve detoksifiye edici enzimi ve ilgili strese duyarli proteinleri kodlayan
genlerin promoter bolgelerinde antioksidan yanit elementine baglanir. Nrf2, hiicreleri
oksidatif hasara, anormal immiin yanitlara, anormal inflamasyona, apoptoza ve karsinojeneze
kars1 koruyan kurtarma yollarin1 ortaya ¢ikarmaktadir. Normal kosullar altinda, Nrf2 inaktiftir
ve Kelch-benzeri ECH-baglantili protein 1 (Keapl) ile sitozole baglanir. Tiol gruplarini
modifiye etme ve Nrf2'yi Keapl'den serbest birakma kabiliyetine sahip olan antioksidanlar,
oksidanlar, kemopreventif ajanlar ve elektrofilik maddeler dahil sitoplazmik Keapl
proteininin uyaricilart Nrf2'nin niikleusa translokasyonunu ve antioksidan tepki elemanina
baglanmasini saglar. Nrf2, NAD(P)H: kinon akseptor oksidorediiktaz 1, SOD, CAT, GPx, GR
ve HO-1 gibi antioksidan ve faz 1T detoksifikasyon enzimlerini diizenler (Ci ve ark, 2015;
Mahmoud-Awny ve ark, 2015).

GPx, HO-1 ve SOD, ROT ve RKTnin eliminasyonu i¢in onemli antioksidan
enzimlerdir ve insan viicudunda metal iyonu selatlayicilar1 olarak hareket edebilirler. Gl
izoenzim-GPx, hidroperokside karsi bir bariyer gorevi goren ana gastrik enzimdir (Husain ve
ark. 2005). HO-1, GI hiicrelerinin hemi'ni biliverdin ve karbon monokside parcalanmasiyla
oksidatif hasara kars1 korur, mide ve bagirsakta ROT indiiksiyonu ile inflamasyonu ve doku
hasarini bastirir. Siilforafan, katesin ve kafeik asit gibi fitokimyasallar NSAII kaynakl
intestinal epitel hiicrelerinin Nrf2/HO-1 sinyal yolaklarin1 upregiile ederek etkili bir sekilde
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onler. Bu nedenle, Nrf2 tarafindan antioksidan enzimlerin upregiilasyonu NSAII kaynakli GI
tilserlerinin 6nlenmesi ile iliskili olabilir (Sekil 5) (Cheng ve ark, 2013; Cheng ve ark, 2014).

Son zamanlardaki raporlar sitozolik Nrf2'nin DJ-1 (PARKY7) olmadan kararsiz hale
geldigini ve Nrf2'nin regiile ettigi asag1 yonlii antioksidan enzimlerin yanitlariin azaldigini
ileri siirmektedir. Erken baslangicli Parkinson hastaligi ve norodejeneratif bozukluklar, DJ-
1'deki patojenik mutasyonlarla iligkilendirilmistir. Taira ve ark., DJ-1 upregiilasyonunun
Parkinson hastaliginda oksidatif strese bagli noroblastoma hiicre Oliimlerini o6nledigini
belirtmislerdir (Taira, 2004). Onceki raporlar, katesinin, NSAII ile indiiklenen mukozal
hasarin Onlenmesinde Onemli bir rol oynayabilecek olan Int-407 hiicrelerinde HO-1
upregiilasyonu ile ketoprofen kaynakli oksidatif hasar1 etkili bir sekilde Onledigini
gostermistir. Ayrica Cheng ve ark. kafeik asitin, antioksidan enzimlerin ekspresyonunu ve DJ-
1/Nrf2 aracili siire¢ yoluyla GI hiicrelerine ketoprofen kaynakli oksidatif hasari etkili bir
sekilde onledigini gostermistir (Cheng ve ark, 2014). Bu sonuglar, Nrf2 tarafindan artan
antioksidan enzim ekspresyonunun, GI mukozal iilserlerin oksidatif strese bagli gelismesine
karsi hastalar1 korumak icin potansiyel bir kiiratif yaklagimi temsil edebilecegini
gostermektedir (Lee ve ark, 2012; Jaramillo-Gomez, 2015).

Aspirin, indometazin ve diklofenak gibi diger NSAIl'ler, agr1 ve inflamasyon
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Leung ve ark. kaspaz inhibitorleri igeren
aspirinin, apoptoza benzer programlanmis hiicre Oliimiiniin gostergesi olan kaspazdan
bagimsiz bir yoldan gastrik mukozal hiicre 6liimiine neden oldugunu goéstermistir (Leung ve
ark, 2009). Liu ve dig. indometazinin gastrik dokuda 1s1 sok protein-70 (HSP70) ve Bax
protein ekspresyonunun asagr yonde diizenleyerek GI mukozada oksidatif hasara neden
oldugunu gostermistir (Liu ve ark, 2015). Epidemiyolojik ¢aligmalar, diklofenak tedavisinin
75 mg/glin viicut agirligmmin, DNA hasarini (8-OHdG iiretimi) arttirdifini ve insanlarda
gastrik mukozada HSP70 ve kaspaz-3 ekspresyonunu azalttigini gostermektedir. Dogal
antioksidanlarin gastroprotektif etkilerinin, antioksidatif durumun iyilesmesi, COX aracili
PGE2 sentezinin aktivasyonu ve Bax seviyesinin asagi regiilasyonu ile Bcl-2 ve HSP70
proteinlerinin upregiilasyonundan kaynaklandigi one sirilmistir (Liu ve ark, 2015).
Lansoprazol dahil olmak iizere proton pompa inhibitorleri, duodenal ve gastrik tlserleri tedavi
etmek igin yaygin olarak kullamlmaktadir. Bazi calismalar lansoprazoliin, NSAIil'lerin
(diklofenak, indometazin, ketoprofen ve piroksikam), LPO iiriinlerinin (MDA) ve
miyeloperoksidazin (MPO) mukozal igerigi iizerindeki etkilerini antioksidan enzimlerin
upregiilasyonu ile tersine g¢evirebilecegini gostermistir. HO-1, HSP32 olarak bilinir ve
patolojik durumlar ve oksidatif stres sirasinda uyarilabilir (Chandranath ve ark, 2002, Sikora
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ve Grzesiuk, 2007). Son zamanlardaki kanitlar HO-1'in hemi biliverdin ve karbon monoksite
yiktigini, antioksidan etkilere sahip oldugunu ve inflamasyonu azaltabildigini, hiicre
bliylimesini kontrol edebildigini ve hiicre 6liimiinli ortadan kaldirabildigini gostermektedir.
HO-1 ekspresyonunun upregiilasyonu GI yoldaki ROT'Un neden oldugu inflamasyonu ve
doku hasarmi azaltabilir (Liu ve ark, 2010). Megias ve ark. osteoartritik kondrositlerde HO-1
modiilasyonlu PGE2 firetimini gostermistir (Megias ve ark, 2009). PG'ler GI mukozal
biitiinliiglinii koruyabilir, ¢ogu gastrik mukozal savunmay1 kontrol edebilir ve inflamasyonu
giderebilir. Bu nedenle, antioksidan enzimlerin diizenlenmesi, iilser hastaligina yol acan
oksidatif strese bagli GI hasarina kars1 etkili bir onleme veya iyilestirici bir yol olabilir
(Tarnawski ve Ahluwalia, 2012).

Yakin zamanda yayinlanan bir calisma, Lactobacillus ve Bifidobacterium gibi bazi
probiyotiklere sahip siit iiriinlerinin, NSAIl'lerin, alkoliin ve H. pylorinin neden oldugu GI
tilserlerine karsi koruyucu oldugunu ve antioksidan, antiapoptotik, anti-inflamatuar ve
antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica, probiyotiklerin mukoza
onarimint hizlandirdig1 ve anjiyogenik biiyiime faktorlerinin indiiklenmesi yoluyla mukozal

sagligin korunmasina yardimci oldugu belirtilmistir (Khoder ve ark, 2016).
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Sekil 5. Fitokimyasallarin gastroprotektik etkilerinin altinda yatan mekanizmalar.
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2.16.1. Zeytin Tiirevi Polifenol Olan Oleuropein ve Faydah Etkileri

Yizyillardir zeytinyagi kozmetik ve farmakolojik ajan olarak kullanilmistir. Son
zamanlarda sizma zeytinyagi igerisinde bulunan polifenollerin faydali etkileri ile giindeme
gelmektedir. Sizma zeytinyagi ham olarak tiiketildiginde anti-oksidan, anti-inflamatuar, anti-
kanser, anti-mikrobiyal, anti-viral, anti-aterojenik, hipoglisemik, hepatik, kardiak- ve ndoro-
protektif etkiler gibi birgok yararl etkilerinin oldugu gosterilmistir (Sekil 6) (Cicerale ve ark,
2010; Ghanbari ve ark, 2012). Birgok etkiyi gosteren bu fenolik bilesiklerden en 6nemlisi
Oleuropeindir (Sekil 7) (Ghanbari ve ark, 2012).

Oleuropein, elenolik asit ve hidroksitirosoliin heterozidik esteridir. Oleuropein, zeytin
meyvesinin ilk donemlerinde meyvede daha fazla bulunan, olgunlasmanin ilerlemesi ile
zamanla metabolize olarak miktar1 azalan ve meyveye acilik veren bir maddedir. Oleuropein
bitkinin g¢esitli bolgelerinde farkli oranlarda bulunmasina ragmen zeytin meyvesinin
oleuropein icerigi, geng meyvedeki kuru maddenin %214’iine erisebilmektedir. Yiizyillarca
yasayabilme o6zelligine sahip olan zeytin agacinin driinleri sagliga yararl etkileri ile uzun
zamandir bilinen gida maddeleri arasindadir. (Malik ve Bradford, 2006; Casas-Sanchez ve
ark, 2007)

Dogal antioksidan 6zelliginden 6tiirli de pek ¢cok medikal miidahalede kullanilmaktadir.
Trombosit birikimini ve eikosanoid {retimini Onleyerek hiicreyi ve organizmayi
korumaktadir. Koroner genlesmesinde rol oynayan membran lipid oksidasyonunu koruyarak
kardiyoloji ile ilgili rahatsizliklar1 Onlemektedir. Obezite problemlerinin iistesinden
gelebilmek ig¢in lipid metabolizmasini iyilestirmektedir. Kanser hastalarinda enzimleri
korumakta ve yiiksek tansiyon kaynakli hiicre 6liimiinii 6nlemektedir (Perrinjaquet-Moccetti
ve ark, 2008).

Oleuropein ve metaboliti hidroksitirosol, anti-oksidan ve radikal temizleyici aktivite
icin fonksiyonel bir (katekol) gruba sahiptir. Bu gruplar sayesinde oksidasyonu engelleyerek

serbest radikallerin olusumunu durdurmaktadir (Puel ve ark, 2006).
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2.16.2. Oleuropeinin Antioksidan Etkisi

Oleuropeinin antioksidan etkisi antioksidan yanit olusturan farkli mekanizmalarla
meydana gelmektedir. Bu antioksidan potansiyel hidroksil grubunun serbest hidrojeni ile
fenolik radikaller arasinda molekiiler hidrojen bag olusmasi ile radikal stabilitesinin
olusmasiyla iliskilidir (Visioli ve ark, 1998; Paiva-Martins ve Gordon, 2005).

In vitro kosullarda 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radikal (DPPH) testi ile olusturulan
oksidadif stres modelinde oleuropeinin antioksidan etkisinin Vitamin C ve vitamin E kadar
etkili oldugu gosterilmistir. Oleuropeinin hiicrelerde NO siipiirme yeteneginin yaninda
indiiklebilir nitrik oksit sentazin ekspresyonunu arttirdigi kanitlanmistir (Visiolice ark, 1998).

Oleuropein diisiik yogunluklu LDL oksidasyonuna karsi koruyucu bir etkiye sahiptir
(Coni ve ark, 2000). Oleuropeinin lipid oksidasyonu iizerindeki koruyucu etkileri,
tiyobarbitiirik asitle reaksiyona giren maddelerin (TBARS) ve lipid peroksid yan {iriinlerinin,
malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonenal (4-HNE) gibi azalan olusumunun
degerlendirilmesi ile gosterilmistir. Ayrica Visioli ve dig. tarafindan saglikli goniilliilerde
oleuropein uygulamasinin doza bagimli bir sekilde, in vivo lipit peroksidasyonunu gosteren 8-
iz0-PGF20'nin idrarla atilimini azalttig1 gosterilmistir (Visioli ve ark, 2000). Sigan kalbinin 30
dakika boyunca iskemiye maruz birakilmasi ve daha sonra reperfiize edilmesi sonucu olusan
kalp hasart ile ilgili ¢alismada oleuropein uygulanmis ve perfilizatta kreatin kinaz ve
indirgenmis glutatyon saliniminin azaldigi gosterilmistir. Okside glutatyon ve lipid
peroksidasyonun kapsami azaltilarak, oleuropeinin koroner kalp hastaliinin 6nlenmesinde

anti-oksidan yararli etkiler gosterebilecegi hipotezi giiglenmistir (Manna ve ark, 2004).

2.16.3. Anti-inflamatuar ve Anti-Aterojenik Etkiler

Bazi g¢aligmalarda oleuropeinin lipoksijenaz aktivitesi, lokotrien B4 iiretimi, anti-
inflamatuar sitokinlerin biyosentezini inhibe etmesi veya inflamatuar parametreleri modiile
etmesinin anti-inflamatuar etkilere yol agtign belgelenmistir. Ozellikle karragenan indiiklii
plorezi hayvan modelinde oleuropein uygulamasinin, TNF-a, interlokin-1 beta (IL-1p) ve NO
miktarlarinin 6nemli Olglide azalmasina neden oldugu bildirilmistir (Impellizzeri ve ark,
2011). inflamatuar cevap, hiicresel olmayan ve hiicresel bilesenleri igerir. Potansiyel pro-
inflamatuar sitokinler, yaralanmadan hemen sonra sentezlenen TNF-a ve IL-1B'yi igerir. TNF-

a ve IL-1PB, yara bolgesinde vaskiiler gecirgenlik, inflamatuar hiicrelerin alinmasi,
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indiiklenebilir NOS (INOS) ve COX-2’nin indiiksiyonu dahil olmak flizere g¢ok gesitli
olaylarda yer alir (Giamarellos-Bourboulis ve ark, 2006; Pineau ve Lacroix, 2007). iNOS,
sekonder inflamatuar yanitin gelisiminde énemli bir role sahip olan serbest radikal molekiilii
olan NO iireten ii¢ farkli enzimden biridir. iNOS'a benzer sekilde, bazi inflamatuar
mediyatorlerin liretimine katilan bir enzim olan COX-2'nin ekspresyonuna da, TNF-o ve IL-
1B aracilik eder. Oleuropein tedavisinin, TNF-a ve IL-1p ekspresyonunu anlamli bir sekilde
azaltigimi ve sonug olarak, iNOS ve COX-2'nin ekspresyonunda da azalma oldugunu
gosterilmistir (Khalatbary ve Zarrinjoei, 2012). Oleuropein de dahil olmak iizere, zeytin
tirevli fenolik bilesikler, monositik inflamatuar mediyatorlerin iiretimini azaltabilir, LPS
tarafindan tetiklenen monositlerle uyarilan insan tam kan kiiltiirlerinde IL-1p iiretimini azaltir.
Ilging bir sekilde, zeytinyag: fenolik bilesikleri, cesitli patolojilerde inflamasyonu uyaran bir
pro-inflamatuar ajan olan IL-6'nin dolasimdaki konsantrasyonunu azaltir (Fito ve ark, 2008).
Oleuropein, anti-trombotik ve anti-aterojenik 6zelliklere de sahiptir; bu durum kismen,
anti-inflamatuar ve anti-oksidatif aktivitelerine baglidir. Oleuropeinin post-iskemik oksidatif
hasara kars1 koruyucu etkisi, oksidan glutatyonun oksidatif strese maruz kalmasinin duyarli
bir belirteci olan koroner akinti salinimin 6lgiilmesiyle arastirilmistir. iskemik kalplerde
reflow, oksidize glutatyonun hizli bir sekilde salinmasiyla eslik eder; oleuropein ile tedavi
edilen iskemik Kkalplerde, bu salimim 0Onemli Olglide azalmigtir. Ayrica, oleuropein,
kardiyovaskiiler hastaligin vazodilatator, anti-trombosit agregasyonu, anti-iskemik ve
hipotansif 6zellikleri ile birgok agidan yararh bir etkiye sahiptir (Omar, 2010; Bulotta ve ark,
2014). Oleuropein dahil olmak iizere, zeytin tiirevi polifenoller, mide de nitritten NO olugmasi
saglayarak diiz kas gevsemesine neden olur. Oleuropein diisiik yogunluklu lipoproteinlerin
oksidasyonu ve serbest radikal siipiiriicii gibi gii¢lii anti-oksidan aktiviteler gosterir. Ayrica
oleuropein, nétrofiller tarafindan siiperoksit anyonlari, tromboksan ve 16kotrien B4 iiretimini
inhibe ederek ve trombosit agregasyonunu azaltarak hiicresel diizeyde patofizyolojik siirecleri
modifiye eder (Omar, 2010). Wang ve dig. oleuropeinin anti-aterosklerotik etkisini ve
deneysel tavsan model aterosklerozu kullanarak inflamatuar yanitla iligkisini tanimlamistir
(Wang ve ark, 2008). Oleuropein uygulamasi serum lipit diizeylerini azaltabilir ve
ateroskleroz gelisimini baskilayarak, TNF-a ekspresyonunu azaltarak monosit kemotaktik
protein-1 ve vaskiiler hiicre adezyon molekiiliiniin ekspresyonunu azaltir. Bu nedenle
oleuropein, lipidleri diisiirmek, LDL oksidasyonunu inhibe etmek, inflamatuar faktorleri
baskilamak ve makrofaj aktivasyonunu onlemek de dahil olmak iizere bir¢ok mekanizma

yoluyla aterosklerozu zayiflatir (Bogani ve ark, 2007).
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2.16.4. Anti-Kanser ve Anti-Anjiyojenik Etkisi

Cesitli epidemiyolojik ¢alismalar, Akdeniz havzasinda bazi kanser tiirlerinin goriilme
sikliginin diger alanlara gore daha diisiik oldugunu gostermistir. Bu olumlu sonu¢ Akdeniz
diyetine atfedilmistir. Lyon Diyet Kalp Calismasi, Akdeniz diyetinin mortaliteyi %56
oraninda azaltmada ve dort yillik bir takipte kanser riskini %61 oraninda azaltmada yararl
etkilerini gosteren ilk biiylik randomize klinik ¢alismadir (de Lorgeril ve ark, 1998).

Akdeniz diyeti, Birlesmis Milletler Egitim Bilim ve Kiiltiir Orgiiti (UNESCO)
tarafindan insanligin soyut kiiltiirel mirasinin temsil edici listesi {izerine yazilmistir. Akdeniz
bolgesindeki iilkeler ekonomik, kiiltiirel, dini ve etnik esitsizlikler ile karakterizedir. Ayrica
tarimsal iiretim, balik ve et mevcudiyeti farklidir. Akdeniz diyeti, yiiksek miktarlarda sebze,
baklagil, meyve, kepekli tahillar ve lif igeren gidalar, balik, az yagl siit tiriinleri, ilimli sarap
tiketimi, diisiik kirmizi et tiikketimi ve zeytinyagindan elde edilen tekli doymamis yag
asitlerinin yiiksek miktarlarda tiiketilmesiyle karakterizedir (Barbaro ve ark, 2014).

Dikkat ¢ekici kanitlar, Akdeniz diyetinde zeytin ve zeytinyagi tiikketiminin, sagliga
yararlt etkileri i¢cin 6nemli bir faktor olduguna isaret etmistir. Calismalar sizma zeytinyagi
tilketiminin kolon, meme ve deri kanseri de dahil olmak {izere bazi kanser tiirlerinin insidansi
ile ters orantili oldugunu géstermistir. Bu sebeple sizma zeytinyaginin anti-tiimér 6zelliklerini
aciklamak i¢in ¢esitli mekanizmalar onerilmistir (Nan ve ark, 2014). Zeytinyagi, ¢evre ve gida
karsinojenlerinin biyoyararlanimini azaltmada etkili olabilir. En 6nemlisi, sizma zeytinyagi,
hiicreleri oksidatif stresten koruyarak anti-neoplastik etki gosterebilir. Bu, diger yenebilir
yaglarda (palm, yerfistig1, soya fasulyesi ve giines ¢igegi) bulunan n-6 ¢oklu doymamis yag
asitlerinden ve yliksek miktarda antioksidan varliginda oksidasyona karsi1 daha az duyarli olan
oleik asit i¢eriginin bir sonucudur (Tunca ve ark, 2012).

Zeytinyag1 ve zeytinlerde bulunan mindr antioksidanlar arasinda oleuropein, major anti-
tiimor aktiviteden sorumlu olarak gdsterilmistir. Farkli kanser hiicre hatlarinda oleuropeinin
anti-proliferatif ve proapoptotik etkilerini gosteren ¢esitli in vitro kanitlar toplanmistir. EK
olarak, deney hayvanlar {izerinde yapilan ¢alismalar, oleuropein tedavisinin, cildin, yumusak
dokunun ve meme kanserinin gelisimini Oonledigini belirlemistir (Casaburi ve ark, 2013,
Barbaro ve ark, 2014). Oleuropein dogrudan timor hiicreleri iizerinde etki etmesi,
oleuropenin anti-tiimor aktivitesi, anti-anjiyojenik isleviyle iligkili olabilir. Timorler,
birbirleriyle ve etraftaki dokuyla etkilesime giren ¢esitli hiicre tiplerini i¢ererek, izin verici bir
mikro ortam icinde karmasik bir etkilesimli ag olustururlar. Stromal bilesenler tiimor

biiyiimesini destekler ve kanser hiicresi proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonunun
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uyarilmast yoluyla invazyonu tesvik eder. Tiimor kiitlesinin biiylimesi, endotelyal hiicrelerin
(EC) onceden var olanlardan yeni damarlart filizlendirmek i¢in aktivasyonunu ve
proliferasyonunu indiikleyen bir besin ve oksijenden yoksun bir ortam yaratir. Anjiyogenez
olarak adlandirilan bu siireg, tiimor ve ¢evresindeki konake1 hiicrelerden ¢oklu anjiyogenik ve
anti-anjiyogenik faktorler arasindaki dengeden kaynaklanan karmasik ve siki bir sekilde
diizenlenmistir ( Sepporta ve ark, 2014).

Son yillarda, anti-anjiyogenik bilesiklerin kanser terapdtikleri olarak tanimlanmasi ve
test edilmesine odaklanilmistir. Klinik ¢alismalarda birgok anti-anjiyogenik ajan halen
arastirtlmaktadir. Bunlarin ¢ogu, VEGFR gibi anjiyogenez ve biiylime faktorii reseptdrlerinin
molekiiler aracilarii hedef alan kiigiik molekiillii inhibit6rlerdir. Digerleri, VEGF' yi hedef
alan ve metastatik kolon kanseri, pulmoner karsinom, metastatik gogiis kanseri, bobrek ve
yumurtalik kanseri dahil olmak iizere cesitli kanserlerin tedavisi icin Gida ve Ilag Dairesi
(FDA) tarafindan onaylanmis olan bevacizumab ve metastatik gastrik adenokarsinom igin
VEGFR2'ye karsi bir monoklonal antikor olan ramucirumab gibi spesifik monoklonal
antikorlardir (Barbaro ve ark, 2014).

Bu senaryoda, oleuropein, endotel proliferasyonunun bir inhibitorii olarak
tanimlanmistir ve bu kullanim patentlenmistir (Methods for inhibiting angiogenesis. U.S.
Patent 6632798 B2, 14 October 2003). Patent basvurusunu desteklemek i¢in Hamdi ve ark.
(2005) hem neonatal anjiogenezi incelemek igin ¢esitli bilesiklerin anti-anjiyojenik 6zelligini
degerlendirmede kullanilan CAM (civali korioallantoik membran) testini hem de yara
iyilesmesi ile iliskili oleuropeinin etkisini incelemek i¢in "Yetiskin Fare Kulak Modeli" ni
kullanmiglardir. Her iki modelde, oleuropein tedavisinden sonra, bir anti-anjiyogenik faktor
olarak belirtilen kan damarlarinin sayisinda bir azalma gozlemlemislerdir (Hamdi ve ark.
2005).

Ayrica farelere 30 hafta boyunca UVB radyasyon uygulamasinin o6ncesinde ve
sonrasinda giinde iki kez oleuropein (10 ve 25 mg / kg) oral yolla vermistir. Bulgular,
oleuropeinin kronik UVB ile indiiklenen cilt hasari, karsinojenez ve tiimér biiyiimesi
tizerindeki Onleyici etkilerinin, COX-2 seviyelerinde azalmayla MMP-2, MMP-9 ve MMP-
13'lin yan1 sira VEGF ekspresyonunun inhibisyonuna bagli olabilecegini diislindiirmektedir
(Kimura ve Sumiyoshi, 2009).

Scoditti ve ve ark. (2012), oleuropein ve onun tiirevi hidroksitirosol tarafindan
anjiyojenez inhibisyonu hakkindaki ¢aligmasinda; endotelyal hiicrelerin olusumunu ve go¢iinii
belirgin bir sekilde inhibe ettigini gostermisler, bu nedenle ¢ok yonlii anjiyogenez siirecine

miidahale etmek i¢in oleuropeinin potansiyel dogrudan rolii hakkinda daha fazla bilgi ortaya
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koymuslardir. Oleuropein, bir anti-oksidan olarak, hiicreleri onkogeneze yol acan genetik
hasara neden olmayacak sekilde koruyabilir. Bir anti-anjiyojenik ajan olarak, tiimor
ilerlemesini Onleyebilir. Son olarak, kanser hiicrelerini dogrudan inhibe ederek, tiimor

regresyonuna yol agabilir (Hamdi ve ark, 2005; Scoditti ve ark, 2012).

2.16.5. Anti-mikrobiyal ve Anti-viral Etkiler

Oleuropein, anti-mikrobiyal aktivitesini Lactobacillus plantarum, Bacillus cereus ve
Salmonella enteritidis dahil olmak {izere hem Gram negatif hem de Gram pozitif bakterilere
kars1 gosterir. Ayrica, in vitro ¢alismalarda, ortak antibiyotik tedavilerine direng¢li mikoplazma
suslarina karst oleuropein anti-mikoplazmal aktivite de ortaya koymustur. Oleuropein
antimikrobiyal aktivitesinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 agiklayabilmek i¢in daha
kapsamli ¢aligmalara ihtiyag duyulmaktadir (Cicerale ve ark. 2012).

Oleuropein ayrica iyi bir anti-viral aktiviteye de sahiptir. Hemorajik septisemi
rabdoviriisiine (VHSV), hepatit B viriisiine (HBV) ve insan immiin yetmezlik viriisiine (HIV)
kars1 etkinligi gosterilmistir. Oleuropeinin VHSV'ye kars1 yararl etkisi, virlis enfektivitesini
azaltarak ve muhtemelen viriis zarfinda etki eden, enfekte olmamis hiicrelerin hiicre-hiicre
flizyonundan kaginarak, viriisidal bir etki yoluyla gostermektedir. Oleuropein tedavisinin,
hepatit B ylizey antijeninin enfekte HepG2 2.2.15'den salgilanmasini etkili bir sekilde bloke
ettigi ve hepatit B viriisii ile enfekte olmus ordeklerde viremiyi azalttigi gosterilmistir.
Oleuropeinin HIV'e kars1 etkisi, doza bagimli bir sekilde HIV-1 integraz aktivitesinde
baglanma ve inhibe etme kabiliyeti ile iligskilendirilmistir (Micol ve ark, 2005; Lee-Huang ve
ark, 2007).

2.16.6. Noroprotektif Etki

Parkinson ve Alzheimer de dahil olmak iizere birgok norodejeneratif hastalik,
noronlarin yapisinin veya fonksiyonunun ilerleyici bir kaybinin sonucu olarak ortaya c¢ikar.
Mitokondriyal DNA hasar1 ve oksidatif stres, yaslanmanin her iki énemli faktorii dejeneratif
hastaliklarin ~ gelisimine ve ilerlemesine katkida bulunur. Oleuropeinin potansiyel

ndroprotektif aktivitesini degerlendirmek igin bazi c¢alismalar yapilmustir. Ozellikle,
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sicanlarda alt1 ay boyunca gilinde bir kez oleuropeinin intra-peritonal uygulamasi, kontrol
grubuna kiyasla, orta beyindeki anti-oksidan enzim aktivitelerini gelistirdigi gosterilmistir
(Sarbishegi ve ark, 2014). Ayrica, tedavi edilen siganlarin substantia nigrasinda daha fazla
noronu bulunmasi oleuropeinin dopaminerjik noéron kaybina karst korudugunu ortaya
cikarmigtir. Bu sonug, Parkinson hastaligina bagli dopaminerjik noéronlarin zarar gérmesini
veya kaybini onlemede ya da azaltmada yeni umutlar saglamaktadir. Oleuropein, Alzheimer
hastaligina kars1 terap6tik potansiyele sahip bir molekiil olarak da belirtilmistir (Lin ve Beal,
2006; Omar, 2010).

Oleuropein, amiloid-y (AB) 1-40 peptit i¢in bir kovalent olmayan baglanma molekiilii
olarak tarif edilmistir. Amiloid prekiirsér proteininin ve agregasyonunun - ve y-sekretaz
boliinmelerinden o6tlirli Af'nin (1-40) anormal iiretimi, Alzheimer hastaligimin ayirt edici
0zelligi olan amiloid plaklarin birikimini gdstermektedir. Kiitle spektrometrisi arastirmalari,
oleuropein baglanmasinda rol oynayan amino asitlerin, AR (1-40) peptit polimerizasyonu ve
fibril olusumu i¢in 6nemli oldugunu ortaya koymustur. Bu da oleuropeinin, amiloid plak
tiretimi ve birikmesini Onleyen koruyucu bir etkiye neden olabilecegini gostermektedir.
Ayrica oleuropein, Alzheimer hastaliginin karakteristigini anormal sekilde amiloid-pozitif
agregatlar olusturdugu bilinen bir mikrotiibiille iligkili protein olan Tau'nun bir inhibitorii
oldugu gosterilmistir (Bazoti ve ark, 2008; Daccache ve ark, 2011).

Yetigkin erkek farelerde intraperitonal olarak uygulanan oleuropein igeren zeytin
yapragi ekstrakti iizerine yapilan bir ¢aligma, beyinde norotogenezde yer alan sinir biiylime
faktorii (NGF) ve beyin kaynakli noérotrofik faktor (BDNF) seviyeleri tizerinde 6nemli bir
etkisi oldugunu ortaya koymustur. Ayrica oleuropein, sigan omuriliginin ikincil hasardan
Korunmasinda etkili oldugunu gosteren caligmalar oldugu i¢in 6nemli noroprotektif
polifenollerden biri olabilecegi kabul edilmektedir (Carito ve ark, 2014).

Oleuropeinin siganlardaki indometazin kaynakli gastrik ilserlere karsi potansiyel olarak
yararlt etkileri hakkinda literatiirde kisitli bilgi mevcuttur. Bu nedenle, bu ¢alismanin amaci,
indometazin kaynakli gastrik iilser modelinde oleuropenin gastroprotektif ve anti-iilser
potansiyelini degerlendirmektir. Bu sebepten oleuropeinin lenfositlerdeki DNA hasari
tizerindeki etkilerinin arastirilmasidir. Oleuropenin siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT)
ve myeloperoksidaz (MPO) aktiviteleri tizerindeki etkilerinin yan1 sira, Onemli
oksidan/antioksidan parametreleri olan glutatyon (GSH) ve malondialdehit (MDA) seviyeleri
tizerindeki etkisinin ortaya konmasi ve oleuropenin mide iilserinin dnlenmesindeki etkinligi
RT-gPCR metodu kullanilarak bazi gen ifadelerinin ekspresyon diizeylerinin gosterilmesi

amaclanmustir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecg

Calisma kapsaminda asagida belirtilen Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner

Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dalinda ve Aydin Adnan Menderes

Universitesi Tarimsal Biyoteknoloji ve Gida Giivenligi Arastirma ve Uygulama Merkezinde

(TARBIYOMER) bulunan laboratuar arag ve geregleri kullanilmistr.
20 lam kapasiteli yatay elektroforez tanki (Cleaver Scientific)
Sirkiilasyonlu sogutucu (Julabo FL 300)

Gii¢ kaynagi (Cleaver Scientific CS 300V)
Kesintisiz gii¢ kaynagi (MGE Evolution 650)
Floresan mikroskop (Leica DM 3000)

Dijital video kamera (Basler Vision Technologies)
Buzdolabi/derin dondurucu (Samsung RL62ZBSW)
Sogutmali santrifiij (Hettich Universal R320)
Etiiv (Niive FN 500)

Isiticili manyetik karistirici (IKA RH Basic 2 ve Niive MK 418)
Vorteks (Niive NM 110 ve IKA MS3 Basic)
Dikey tiip karistirict (P Selecta)

Hassas terazi (Shimadzu AX120)

Su banyosu (Memmert WNB 10)

Dijital pH metre (Denver model 225)

Degisik hacimlerde mikropipetler (Eppendorf)
Dispenserler (Eppendorf, Scorex, Brand)
Mikroskop (Olympus BX51)

Mikrotom (Thermo)

Etiiv (Memert IPP 500)

Sicak parafin cihazi

Real Time-PCR (Applied Biosystems 7500)

PCT kabini (Esco)

-80 °C sogutucu (NUAIRE NU-9483E)
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3.1.1. Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan sarf malzemeler; farkli boyutlarda deney tiipleri, balon joje ve
beher glas (Isolab), eppendorf tiipleri (0,5-1,5 ve 2 ml’lik, Roth), lam (6zel yapim rodajli lam
ve gelistirilmis Thoma sayim lami), lamel (24x24 ve 24x60 mm Isolab), lam/lamel pensi,
cerrahi makas, pens, doku tutucular, cerrahi eldiven (Beybi), polietilen enjektor (2,5, 5, 10 ml,
Ayset), insulin enjektorii (Kar-med medikal), heparinli kan tiipii ve sigan besleme sondasi ile

cesitli laboratuar geregleri.

3.1.2. Kullanmlan Kimyasal Maddeler

Tablo 4. Deney hayvanlar1 ¢alismasinda kullanilan kimyasallar

Kimyasal adi Marka-Kod
Oleuropein Sigma 08889
Lansoprazol Sigma L8533
Indometazin Sigma 17378
Etanol Sigma 32221
Ketamin Alfamine
Ksilazin Alfamine

Tablo 5. Sigan mide dokusunun oksidan ve antioksidan parametrelerinin analizinde kullanilan
kimyasallar.

Kimyasal adi Analiz Marka-Kod
EDTA GSH Sigma E-9884
Glutatyon GSH Merck 104090
Metafosforik asit GSH Merck 100546
DTNB GSH Sigma D-8130
Sodyum Sitrat GSH Sigma S-4641
Hidrojen peroksit CAT Merck-108597
Sodyum fosfat dibazik dihidrat CAT/GSH Sigma-71643
Trikloro asetik asit MDA Sigma S-27242
Tiobarbiturik asit MDA Sigma T-5500
Hidroklorik asit MDA Sigma 30721
Ksantin oksidaz SOD Sigma X-1875
Ksantin SOD Sigma X-0626
Nitroblue tetrazolium SOD Sigma N-6876
Kloroform SOD Merck 102444
Etanol SOD Merck 100986
Amonyum siilfat SOD Merck 101217
Bakir kloriir SOD Merck 818247
Sodyum karbonat SOD Sigma S-7795
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Sigir Alblimini SOD Sigma A-7906
Heksadesil trimetil amonyum bromiir MPO Sigma H-9151
O-dianisidine dihidroklorid MPO Sigma D-3252

SOD: Siiperoksit dismutaz, CAT: Katalaz, GSH: Glutatyon, MDA: Malondialdehid, MPO:
Miyeloperoksidaz.

Tablo 6. Lenfosit hiicrelerinin comet analizine hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar.

Kimyasal adi Analiz Marka-Kod

Dimetilsiilfoksid Comet SAFC D8418
Diisiik erime noktali agar Comet Sigma A9045
EDTA disodyum tuzu Comet Sigma E5134
Histopaque Comet Sigma 1077

Normal erime noktal: agar Comet Sigma A7174
Sodyum hidroksit Comet Sigma S5881
Sodyum kloriir Comet Sigma S9625
Trisma base Comet Sigma T1503
Trion x-100 Comet Fluka 93443

PBS tablet (Mg*? — Ca™ free) Comet Sigma P4417
DAPI Comet Sigma D9542

Tablo 7. Histolojik ¢aligmalarda kullanilan kimyasallar

Kimyasal adi Analiz Marka-Kod
Formaldehyde Solution Min. 37% Histopatolojik Merck 1.04002.
Etanol Histopatolojik Merck 1.00986
Ksilen Histopatolojik Merck 1.08297
Paraffin 56-58 °C, Histopatolojik Merck 1.07337
Eosin Aqueous Histopatolojik Bio-Optica 05-10002
Haematoxyclin Mayer's Histopatolojik Bio-Optica 05-06002
Entellan Histopatolojik Merck 1.07961

Tablo 8. RT-qPCR ¢alismalarinda kullanilan kimyasallar

Kimyasal adi Analiz Marka-Kod
EvaGreen 2X gPCR MasterMix Dye RT-gPCR ABM Master Mx-S
RNeasy Mini Kit RT-gPCR Qiagen 74104
TriSolution Plus Reagent RT-gPCR Slr_nUleolab T5-100-
EasyScript Plus cDNA Synthesis Kit RT-gPCR ABM G236

gPCR primer pairs against rat gene VEGF RT-gPCR Genecopoeia
gPCR primer pairs against rat gene EGF, RT-gPCR Genecopoeia
gPCR primer pairs against rat gene RT-gPCR Genecopoeia
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VEGFR1

gPCR primer pairs against rat gene EGFR  RT-gPCR Genecopoeia
céITA(\:PRD[:lmer pairs against rat gene RT-GPCR Genecopoeia
Q/PE%IT:Erzlmer pairs against rat gene RT-GPCR Genecopoeia

3.1.3. Deney Hayvam Materyali

Bu c¢alismada Aydin Adnan Menderes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma
Merkezinde yetistirilen 5 aylik 300-350 gr agirliginda, 56 adet Wistar albino tiirii erkek sigan
kullanildi. Aydin Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (ADU-
HADYEK) 2016 yili VI. oturumunda 64583101/2016/124 sayili etik kurul izni alindi.
Calismaya baglamadan 6nce 2 hafta siganlarin ortama adaptasyonu saglandi. Siganlar 12 saat
151k 12 saat karanhkta kalacak sekilde kafeslerde (tip-3), 22-25 °C oda sicakliginda tutuldu.
Deneye baslamadan oOnce hayvanlarin agirliklart Olgiilerek, rastgele grup dagilimlari,
agirliklart birbirine yakin olacak sekilde 7 esit gruba ayriladi. Tim gruplar deneye
baslamadan O6nce 24 saat a¢ birakildi. Ancak su ulagimina sinirlama getirilmedi. Deney

hayvanlarinin bakimina iliskin yiirtirliikteki uygulamalara 6zen gosterildi.

Tablo 9. Deney gruplari ve uygulanan ilaglar

Grup Adi Uygulanan lag

Grup 1 Kontrol (n:8)

Grup 2 25 mg/kg Indometazin (n:8)

Grup 3 12 mg/kg Oleuropein (n:8)

Grup 4 30 mg/kg Lansoprazol + 25mg/kg indometazin (n:8)
Grup 5 6 mg/kg Oleuropein + 25mg/kg indometazin (n:8)
Grup 6 12 mg/kg Oleuropein + 25mg/kg indometazin (n:8)
Grup 7 18 mg/kg Oleuropein + 25mg/kg indometazin (n:8)
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Tablo 10. Calisma plani

Gruplar
Grupl | Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grup6 Grup7
14 giinliik adaptasyon siireci
Su ulagimina kisitlama getirilmeden 24 saatlik aclik siireci
Sadece 30 mg/kg 6 mg/kg 12 mg/kg | 18 mg/kg
su Lansoprazol Oleuropein Oleuropein | Oleuropein
] 25 mg/kg 12 mg/kg

verilen | | . ) ) )

vontrol Indometazin | Oleuropein 5 dakika sonra 25mg/kg indometazin gavaj yardimiyla

ontro

oral yolla uygulandi
grubu
Tiim gavaj uygulamalarindan sonra 6 saat beklendi ve ketamin xylazine anestezisi altinda
Otenazi gerceklestirildi

Sicanlar pre-operatif alanda 2 haftalik adaptasyon siireci gecirdiler. Bu siire zarfinda
siganlara oral yolla verilecek olan oleuropein (6 mg/kg, 12 mg/kg, 18 mg/kg), indometazin
(25 mg/kg) ve lansoprazol (30 mg/kg) miktarlari hesaplandi. Siganlara oral yolla verilen
ilaglar kimyasal oOzelliklerine uygun ¢6zgen maddelerde ¢ozdiiriilerek uygulandi. Gavaj

isleminde 16 G kalinliginda egri gavaj (Harvard Apparatus) kullanildi.

3.2.  Yontem

3.2.1. Gastrik Ulser Olusturulmasi ve Mide Orneklerinin Alnmasi

Bu ¢alismada gastrik iilser modeli (Guidobono ve ark, 1997) ile (Odabasoglu ve ark,
2008)’nin yaymlar1 referans almnarak gergeklestirildi. Tim kimyasallar uygun ¢6zgen
icerisinde oral gavaj yoluyla 1 ml/100 g canli agirlhik hesabiyla verildi. Sicanlar ilag
uygulamasidan 24 saat dncesinde a¢ birakildi. iIndometazin stok ¢ozeltisi %5 NaOH ¢dzeltisi
igerinde ¢oziildii. Stok ¢oziilmiis haldeki indometazin ¢alismada kullanilacak dozlara saf su
kullanilarak seyreltildi. Siganlara indometazin uygulanmadan once belirtilen dozlarda saf su
ile hazirlanan oleuropein veya lansoprazol gavaj yoluyla verildi. Oleuropein ve Lansoprazol

uygulanan gruplardaki her bir sigan uygulama sonras1 5 dk beklendi ve gavaj ile indometazin
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(25 mg/kg) verilerek gastrik hasar olusturuldu. Kontrol grubu sicanlarina ise ayni hacimde
distile su gavaj ile verildi. Siganlara ilag uygulamasindan 6 saat sonra 50 mg/kg ketamin
(Ketasol, Richter Pharma AG) ve 5 mg/kg ksilazin (Xylazinbio, Bioveta) intraperitoneal
verilerek anestezi saglandi. Uyutulan siganlar servikal dislokasyon ile otenazi edildi.
Intrakardiyak alinan kan ornekleri Comet analizi ile lenfosit hiicrelerinde DNA hasarimi
belirlemek icin lenfosit izolasyonunda kullanildi. izole edilen lenfositler analize baslanana
kadar -80 °C’de bekletildi.

Sicanlarin mide dokular1 makroskobik degerlendirme icin disseke edildi. Mide
ornekleri %0,9’luk izotonik sodyum kloriir (Polifleks, Polifarma) soliisyonuyla yikandiktan
sonra iilserasyon alanlar1 belirlemek i¢in 6lgek kullanilarak fotograflari ¢ekildi. Disseke edilen
mide dokularindan bir par¢ga RT-gPCR ve histopatolajik incelemeler i¢in ayrildi. RT-qPCR
icin mide doku ornekleri cryo tiip icerisinde sivi azot igerisine aktarilirken, histopatolojik
inceleme igin doku kasetlerine alimman mide doku ornekleri %10°luk formaldehit ¢ozeltisi
icerisinde analize kadar bekletildi. Kalan mide doku drnekleri oksidatif enzim analizleri igin -

80 °C sogutucuya kaldirildi.

3.2.1.1. Dokulara ait makroskobik degerlendirme

Mide dokusu, meydana gelen {ilseratif alanlar (siyah renkli kanama alanlar1) ve
erozyonun derecesine gore degerlendirildi. Bilindigi gibi sican midesi muskuler alan ve
glandiiler alan olmak iizere iki farkli anatomik alandan olusmaktadir. Ulseratif alanlar
glandiiler kisimda yer almaktadir. Glandiiler mukoza tizerindeki iilseratif alanlarin tiim mide
ylizeyine gore kapladigi oran hesaplandi (Nguelefack ve ark, 2008). Milimetrik kagidin 6l¢ek
olarak kullanildig: fotograflar LabSense bilgisayar programi kullanilarak her bir 6rnegin iilser
alanlar1 (siyah alanlar) tek tek olgiildii. Resim 2’de LabSense programi ile mide dokusunda
tilser alanlart hesaplanmasi gosterildi. Oleuropeinin gastrik {ilser iizerine olan koruyucu
etkinligi, diger gruplardan elde edilen sonuglarla karsilastirildi. Her bir sicana ait {ilser alani
(mm?) belirlendi ve anti-iilseratif etki (%) asagida yer alan formiile gore hesapland:
(Nguelefack ve ark, 2008).

Kontrol grubu iilser alan1 -tedavi grubu iilser alan1

Anti- {lseratif etki (%) = x 100

Kontrol grubu iilser alan1
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Resim 2. Mide dokularindaki iilserli alanlarin makroskobik degerlendirilmesi.

3.2.2. Mide Dokusunda Oksidan ve Antioksidan Parametrelerin Analizi

3.2.2.1. Dokularin homojenizasyonu

Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) ¢ozeltisinin hazirlanmasi;
8,06 g NaCl; 0,201 g KClI; 12,636 g N,HPO4.2H,0; 0,2 g KH,PO,4 ddH,0’da ¢oziindii
ve pH’s1 7,4’e ayarlandi.

Siganlara 50 mg/kg ketamin (Ketasol, Richter Pharma AG) ve 5 mg/kg ksilazin
(Xylazinbio, Bioveta) anestezisi altinda 6tenazi iglemi uygulandi. Mide dokusundan 0,5 g
doku o6rnegi tartilarak %10’luk 150 mM fosfat tamponla (pH 7.4) yikandi. Kurutma kagidi
kullanilarak yapilan kurutma isleminin ardindan doku o6rnegi yine fosfat tamponla (%10)
homojenizatérde +4 °C’de 2000 rpm devirde 1 dk siireyle homojenize edildi. Homojenatlar

+4 °C’de 12000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatantlar eppendorf tiiplere
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aktarildi. Eppendorf tiiplerin icindeki mide homojenatlar1 oksidatif enzim analizleri

yapilincaya kadar -80 °C sogutucuda bekletildi.

3.2.2.2. Toplam protein analizi

Oksidan/antioksidan parametrelerin hesaplanmasinda kullanilmak iizere total protein
analizi yapildi. Total protein analizi Archem Diagnostic Ind. Ltd. sirketi tarafindan iretilen
Bitirent metoduna dayali kit kullanilarak gergeklestirildi. Her bir 6rnek igin bos eppendorf
tiiplere total protein kiti igerisinde bulunan total protein soliisyonundan 1’er ml eklendi. -80
°C sogutucuda bekletilen o©rnekler kademeli bir sekilde ¢ozdiiriildii. Homojenatlar
vortekslendi. Her bir 6rnekten 10 pl alinarak igerisinde 1 ml total protein soliisyonu bulunan
eppendorf tiiplere aktarildi. Tim eppendorf tipler 30 °C’de, 10 dk siireyle etiivde
inkiibasyona birakildi. Spektrofotometrede okutmak tizere 2 adet kor (1 ml total protein
soliisyonu + 10 pl distile su), 1 adet standart (1 ml total protein solisyonu + 10 pl kit
icerisindeki standart) hazirlandi. 546 nm dalga boyunda kor ve standart okumalar
gerceklestirildi ve degerler kaydedildi. Tiim Ornekler kuartz tiiplere aktarildi ve
spektrofotometrede kore kars1 546 nm dalga boyunda okumasi yapildi. Sonuglar SOD, CAT,
GSH, MDA ve MPO hesaplanmalarinda kullanilda.

Tablo 11. Bir 6rnek i¢in toplam protein analizi tablosu.

Kor Deneme Tiipii Standart Tiip Ornek Tiipii
Reagent | 1mil 1ml 1ml
Ornek - - 10 pl
Standart - 10 pul -
Su 10 pl - -
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3.2.2.3. Siiperoksit dismutaz (SOD) analizi

Cozeltilerin Hazirlanmasi
Ksantin stok ¢ozeltisi

4,6 mg ksantin, 1ml 0,1 N NaOH ve 9 ml dH,0 igerisinde ¢ozdiiriildii.
Kullanilacagi zaman 100 ml’ye dH,O ile tamamlanda.

EDTA cozeltisi

12,45 mg EDTA 50 ml dH,0 i¢inde ¢6zdiiriildii.
Nitroblue tetrazolium (NBT) c¢ozeltisi

6,15 mg NBT 100 ml dH,0 igerisinde ¢ozdiiriildii.
Na,CO3 cozeltisi

4,2 g NaCO3 100 ml dH0 igerisinde ¢ozdiirtildii.
Sigir albiimin cozeltisi

15 mg s1g1r albiimin 15 ml dH»O igerisinde ¢ozdiiriildii.
2 M Amonyum siilfat ¢cozeltisi

2,64 g (NH4)2SO4 10 ml dH0 igerisinde ¢ozdiiriildii.
0,1 N NaOH cozeltisi

0,02 g NaOH 5 ml dH,0 igerisinde ¢ozdiirtildii.
Bakar Kloriir cozeltisi

10,7 mg CuCl; 100 ml dH,0 igerisinde ¢ozdiiriildii.
Ksantin oksidaz

48 ul ksantik oksidaz 2 ml 2 M (NH,4),SOy igerisinde ¢ozdiiriildii.
Reaktif karisim

1. 100 ml ksantin

2. 50 mlEDTA

3. 50 mI NBT
4. 30 ml Na,CO3
5

15 ml Sigir albiimin
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Mide dokularindaki SOD miktarinin kantitafi analizi Sun ve ark’nin (1988) yontemine
gerceklestirildi. Ksantin, ksantin oksidaz enzimi tarafindan iirik aside doniistiiriilir. Bu
donilistim sirasinda Oy- radikalleri nitroblue tetrazolium varliginda formazon boyasini
olusturular. SOD enzimi varliginda ise O, - radikalleri H,O, doniisiir. Boylece formazon
boyast olusumu azalir. Formazan boya konsantrasyonu ne kadar diiserse spektrofotometrede
okunan absorbans degeri de azalir.

SOD enzim analizinde toplam hacim 245 ml olacak sekilde reaktif karigimi hazirlandi.
Donmus 6rnek siipernatanlarinin kademeli olarak ¢oziinmesi saglandi. Cozlinen Ornekler
vortekslendi ve her bir 6rnekten 0.5 ml ependorf tiiplere aktarilarak tizerine 250 pl etanol ve
150 pl kloroform eklenerek +4 °C’de 12000 rpm de 10 dakika santrifiij yapildi.

1225 pl Reaktif karigimi

Vorteks

250 pul 6rnek
(kor deneme icin 6rnek yerine dH20)

25 °C su banyosunda
20 dakika inkiibasyon

25 ul ksantin oksidaz

0.5 ml CuCl,

532 nm dalga boyunda okuma
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Spektrofotmetreden alinan ansorbans degerleriyle hesaplama yapildi ve sonuglar U/mg

doku protein olarak ifade edildi.

Koriin absorbansi — Testin absorbansi

Inhibisyon (%) = x 100

Kortin absorbansi

3.2.2.4. Katalaz (CAT) analizi

Cozeltilerin Hazirlanmasi

Tampon A: 6,81 g KH,PO,4 1000 ml dH,0 igerisinde ¢ozdiirildi.
Tampon B: 8,90 g NaHPO4.2H,0 1000 ml dH,0 igerisinde ¢ozdiiriildii.
Tampon A ve B = 1/1,5 olacak sekilde karistirildi.

Katalaz aktivitesinin belirlenmesinde Bergmeyer H. ve ark. (1974) tarafindan tarif
edilen yontem kullanildi. CAT enzim aktivitesi, H,O,’in 240 nm’de H,O’ya doniisiimii
sirasinda absorbans azalmasinin 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir.

Bir beher igerisine hazirlanan tampon karisimindan (tampon A+B) (2,95 ml x numune
sayis1) hesaplanan miktarda alindi. 2,95 ml fosfat tamponu kuartz kiivete kondu ve kiivet
spektrofotometrenin goziine yerlestirildi.

Bir bagka beher igerisine 2,95 ml tampon karisiminda alindi ve {izerine 100 pl H,O,
ilave edildi. Bu karisimdan da 2,95 ml baska bir kiivete alind1 ve spektrofotometrenin numune
gdziine yerlestirildi. Ilk absorbans degeri okundu ve 15 saniye arayla toplam 4 adet absorbans
okumasi yapildi. Her bir numune i¢in kiivetler distile su ile yikandi. Bu islemler tekrarlandi.

Absorbansta gozlenen azalma hizi CAT enzim aktivitesi ile dogru orantilidir. 1/1,5
mmol/l (pH:7.0) fosfat tampon ve numune igeren kuvartz kiivetlerden birine H,0,
eklenmesiyle 240 nm absorbansda H,O,’deki absorbans azalmasi spektrofotometrede
kaydedildi. Elde edilen degerler sonucu katalaz enzim aktivitesi hesaplanarak k/mg doku

protein olarak ifade edildi.
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3.2.2.5. indirgenmis glutatyon (GSH) analizi

Cozeltilerin Hazirlanmasi

Presipitasyon cozeltisi

1,67 g glasiyal metafosforik asit, 0,2 g EDTA, 30 g NaCl 100 ml dH,O igerisinde

¢oOzdiiriildii. Presipitasyon ¢ozeltisi doygun bir ¢ozeltidir.

Fosfat tampon cozeltisi

42,59 g Na2HPO4 (0,3M) 1000 ml dH,0 igerisinde ¢ozdiiriildi.

%1’lik Sodyum sitrat cozeltisi

1 g sodyum sitrat 100 ml dH,0 igerisinde ¢ozdiiriildii.

Dinitrobenzoik asit/ 5,5’ditiyobis (DTNB) ¢ozeltisi
40 mg (DTNB) 100 ml %1°lik sodyum sitrat ¢ozeltisi i¢inde ¢ozdiiriildii.

1 mg/ml GSH standart ¢ozelti
100 mg GSH standart 100 ml dH,0O igerisinde ¢ozdiiriildi.

Ellman'in reaktifi olarak bilinen DTNB (5,5"-Dithiobis (2-nitrobenzoik asit)), tiyol

bilesiklerinin saptanmast i¢in gelistirilmistir.

DTNB ve glutatyon (GSH), 2-nitro-5-

tiyobenzoik asit ve glutatyon disiilfiir (GSSG) olusturmak i¢in reaksiyona girer. 2-nitro5-

tiyobenzoik asit sar1 renkli bir {iriin oldugu i¢in, 6rnek bir ¢ozeltideki GSH konsantrasyonu

412 nm'de absorbans degerinin 6l¢timii ile belirlenebilir (Tietze F. 1969).

Tablo 12. GSH analiz tablosu

Numune Standart Blank
0,2 ml doku homojenat 0,2 ml standart
l. 2 ml dH,0
1,8 ml dH,O 1,8 ml dH,0O
Asama o o 3 ml presipitasyon ¢oz.
3 ml presipitasyon ¢oz. 3 ml presipitasyon ¢0z.
Tiipler vortekslendi 5 dakika bekletildi ve siiziildii
. 2 ml siiziintl 2 ml siiziintii 2 ml siiziintl
' 8 ml fosfat tampon 8 ml fosfat tampon 8 ml fosfat tampon
Asama

1 mlIDTNB

1 mlI DTNB

1 mlIDTNB

Tiipler vortekslendi 4 dakika bekletildi ve 412 nm’de absorbans degerleri okundu

Sonuglar mg/g doku olarak hesaplandi
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3.2.2.6. Malondialdehit (MDA) analizi

Cozeltilerin Hazirlanmasi

Stok cozeltisi
2,07 ml HCI (%30’luk), 15 g Trikloroasetik asit (TCA), 0,37 g Tiyobarbiturik aist
(TBA) 1000 ml dH,0 igerisinde ¢ozdirtldi.

MDA analizi, serbest radikallerin hiicre zarinda olusturdugu lipid peroksidasyonunun
son {Uriinlerinden biri olan MDA diizeyini belirlemek i¢in kullanilan bir yontemdir.
Yontemlerin ¢ogu MDA’ nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile verdigi reaksiyonu temel alir. MDA
analizi Ohkawa (1979) ve arkadaslarinin metoduna gére MDA’ nin asidik ortamda TBA ile
olusturdugu rengin 532 nm’de absorbans degerinin dl¢iilmesi prensibine dayanarak yapildi.

Vortekslenen doku homojenatlar1 kapakli cam tiiplere 750 pl aktarilarak {izerlerine 1,5
ml stok soliisyondan eklendi. Tekrar vortekslenen tiipler 20 dakika 100 °C’de kaynatildi.

Sogutma isleminin ardindan tiipler 3000 rpmde 10 dakika santrifiij edildi. Ardindan
spektrofotometrede kuartz kuvetlerde kore karst 532 nm dalga boyunda havaya kars1 okuma
yapildi. Elde edilen absorbans 1.56x10° M™ cm™ katsayisi ile carpilarak hesaplandi. MDA
konsantrasyonu nmol/mg doku protein olarak hesap edildi.

3.2.2.7. Miyeloperoksidaz (MPO) analizi

Cozeltilerin Hazirlanmasi

Homojenizasyon tampon ¢ozeltisi (50 mM potasyum fosfat tampon pH=6)

1,02 g KH,POy, 0,75 g heksadesil trimetil amonyum bromid (HTAB) 150 ml dH,0
igerisinde ¢ozdiiriildii (pH=6)
Ol¢iim tampon cozeltisi

7,5 mg o-dianisidin-HCI, 0,3062 g KH,;PO,, %0,0005’lik H20, (%30’luk) 45 ml dH,0
icerisinde ¢ozdirildi (pH=6). 83,3 ul %30’luk H,O, 500 ml dH,O igerisine alinarak
%0,0005’lik H,O, hazirlandi.

MPO tarafindan oksitlenen HyO,’in O-dianisidin hidroklorid ile rediiklenmesi ve bu
rediiklenmis tiriiniin 460 nm’de absorbansinin dl¢iilmesi esasina dayanmaktadir. 0,5 g tartilan

dokukar % 0,5 hekzadesil trimetil amonyum bromid igeren 5 ml 50 mM homojenizasyon
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tamponunda 1 dk siireyle, buz banyosu igerisinde, homojenize edildi. % 10'luk homojenizatlar
+4 °C 12000 g’de 10 dakika siireyle santrifiij edildi. Elde edilen supernatantlar 460 nm’de
spektrofotometrede 6l¢iildii ve sonuglar mmol/dk/mg doku protein olarak hesaplandi (Bradley
ve ark, 1982). Toplam protein degeri olglildiikten sonra absorbans degisimi doku agirliklarina
boliindii (AA/dakika/gram doku) ve dilisyon faktorii ile ¢arpilan sonuglar mmol/dk/mg

protein olarak hesaplandi.

3.2.3. Comet Assay Yontemi

Sicanlardan intakardiyak olarak heparinli tiipe alinan kan 6rnekleri devamli yavas bir
sekilde dondiiriilerek pihtilasmas: engellendi ve en ge¢ 2 saat igerisinde lenfosit izolasyonu

yapilmak iizere laboratuvara alindi.

Cozeltilerin Hazirlanmasi

Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik Cozeltisi (PBS);

2 adet PBS tablet 200 ml distile suda ¢oziildii ve otoklavda sterilize edildikten sonra
+4 °C de buzdolabinda saklandi.

Diisiik erime noktal agar cozeltisi (LMPA);

125 mg LMPA 25 ml PBS de ¢oziildii, 5’er ml’lik olacak sekilde tiipler ayrildi ve
kullanilana kadar +4 °C buzdolabinda sakland.

DAPI (4°,6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride) ¢ozeltisi;

1 mg DAPI 100 ml distile suda ¢o6ziildiikten sonra 1,5 ml’lik ependorflara 1’er mi
olarak aktarildi ve 10 pl/ml’lik ¢ozeltiler elde edildi. Elde edilen ¢ozeltiler daha sonra
kullaniimak iizere -20 °C’de saklandh.

EDTA Cézeltisi (200mM );

14,89 g EDTA disodyum tuzu 200 ml distile suda ¢oziilerek pH 10’a ayarlandi ve oda

1s1sinda saklandi.
NaOH Cézeltisi (300 mM);
1,2 g NaOH 100 ml distile suda ¢6ziildii ve oda 1s1sinda saklandi.

Elektroforez Tampon Cozeltisi;
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Hazirlnan stok 300 mM NaOH ve 200 mM EDTA ¢ozeltilerinden 45 ml NaOH, 7,5 ml
EDTA 1500 ml’ye distile su ile tamamlandi. Tampon hazirlandiktan sonra buzdolabinda
sogutularak kullanildi. Kullanilmadan 6nce pH kontrolii yapildi (pH>13).
Lizing Stok Cozeltisi;

146,1 g NaCl, 37,2 g EDTA disodyum tuzu, 1,2 g Tris 500 ml distile suda ¢oziildii. 10
g NaOH eklenerek pH 10’a ayarlandi. Distile su ile 890 ml’ye tamamlandi. 2,5 M NaCl, 100
mM EDTA, 10 mM Tris igeren stok c¢ozeltisi hazirlandi ve oda i1sisinda saklandi.
Kullanilacagi zaman lam tasiyici kutuda 178 ml stok lizing ¢6zeltisi, 2 ml Trion x-100 ve 20
ml Dimetil siilfoksit ile karistirilip buzdolabinda tutuldu.
Normal Kaynama Noktalh Agar Cozeltisi (NMA);

500 mg NMA 50 ml PBS ¢ozeltisi igerisinde ¢oziilerek, %]1°lik NMA ¢o6zeltisi
hazirlandi.

Notralizasyon Tampon Cozeltisi; 48,5 g Tris tartilip 750 ml distile suda ¢oziilerek
pH 7,5’¢ ayarlandi ve 1000 ml ye distile su ile tamamlandi. Oda kosullarinda saklandi.

Sodyum Hidroksit Cozeltisi (10N); 200 g NaOH 500 ml distile suda ¢oziildii.

Lamlarin hazirlanmasi

Bir gece dnceden buzdolabinda beklenen temizlenmis rodajli lamlar igerisinde %1°lik
NMA bulunan beher igerisine daldirilarak yiizeyleri kapland: ve kullanilincaya kadar
buzdolabinda saklandi.

3.2.3.1. Lenfosit izolasyonu

1ml PBS deney tiipiine alindi lizerine 1 ml kan ilave edildi. Pastor pipeti yardimiyla 1
ml Histopaque-1077 deney tiipliniin tabanina yavas, bulandirmadan ve dikkatli bir sekide
eklendi. Deney tiipii icerisindeki 3 ml’lik hacim 2100 rpm de +4 °C de 25 dk santrifiij edildi.
Santrifiij isleminden sonra deney tiiplinde olusan fazlar arasinda bulutsu goriiniim lenfosit
hiicrelerinin bulundugu bdéliimde toplandi. Bu bulutsu kisim temiz baska bir deney tiipiine
alind1. Uzerin 5 ml PBS ¢ozeltisinden eklendi ve 2100 rpm de +4 °C de 10 dk santrifiij edildi.
Deney tiipliniin altindaki ¢okeltiyi dagitmadan tiiplin {ist kismindaki faz pipet yardimiyla
uzaklastirildi. Deney tiipiinde kalan ¢okelti lizerine 5 ml PBS ¢o6zeltisi ¢okeltiyr yikmak
amaciyla koyuldu. Deney tiipii vorteks ile karistirildi, 2100 rpm de +4 °C de 10 dk santrifiij

edildi. Deney tiipiiniin izerinde kalan kisim pipet yardimiyla uzaklastirildi. Altta kalan hiicre
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pelleti tizerine 500 pl PBS eklendi, pipetaj isleminden sonra iki ayr1 eppendorf tiipiine
aktarildi. Eppendorf tiipleri, lenfosit hiicrelerindeki DNA hasarinin comet yontemi ile

degerlendirmek iizere -80 °C sogutucuya kaldirildi.

4.2.3.2.Comet assay deneysel islemleri

-80 °C sogutucuya kaldirilan lenfosit hiicreleri 37 °C’ye ayarlanmis su banyosunda 1
dk tutuldu. Erigik hale gelen hiicreler vortekslenip Thoma lam: yardimiyla 1s1k mikroskobu
altinda sayildi. Sayilan lenfositler 15000 hiicre kalacak sekilde hesaplanarak PBS ile
sulandirildilar. Seyreltilen hiicreler LMPA ile karistirildi ve hemen NMA ile kaplanmis
lamlarin {izerine mikropipetle 75 pl alinip, lam {izerine yayilip tizeri lamelle kapatildi. Lam
buz iizerinde donduruldu. Donduktan sonra lamel ayrilip, lam igerisinde lizing ¢ozeltisi
bulunan saleler icine konup, bir gece buzdolabinda +4 °C’de bekletildi. Saleden cikarilan
lamlar, igerisinde elektroforez tamponu bulunan tankin igerisine yerlestirildi. Lamlar
elektroforez takin igerisinde alkali ortamda 40 dk bekletildi. Daha sonra 20 dk 25 voltda 300
mA’de +4 °C’de elektroforez islemi gerceklestirildi. Elektroforez isleminin sonunda lamlar,
icerisinde soguk nétralizasyon tamponu bulunan ii¢ ayr sale igerisinde 10 dk bekletildi. Daha
sonra lamlar sirasiyla %50, %70 ve %90°lik etil alkol igerisinde 5’er dk bekletilerek
sabitlendi, karanlik ortamda kurutuldu ve kapali 11k almayan kutularda sakland:.

4.2.3.3. DNA Hasarmin floresans mikroskobu altinda degerlendirilmesi

Floresans mikroskop ile degerlendirme asamasinda DAPI (4’°,6-Diamidino-2-
phenylindole dihydrochloride) boyasi kullanildi. Her bir lama 75 pl (10 pl /ml) DAPI
damlatilip, iizeri hava boslugu kalmayacak sekilde lamelle kapatildi ve boyanin DNA’ya
baglanmas: i¢in 5 dk beklenildi. Lamlardaki hiicrelerin degerledirilmesi, 20X biiyiitmeli
atagmanli floresan mikroskobuna bagli kameradan rastgele alinan 100 adet hiicre DNA
gorintilerinin  6zel yazilim yardimiyla (Perceptive Instruments, Comet Assay v4,3)

gerceklestirildi.
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3.2.4. RNA izolasyonu ve RT-gPCR

RNA izolasyonu TriSolution Plus Reagent kullanilarak gerceklestirilmistir. -80 °C’de
bekletilen doku ornekleri buz iizerine alinarak ¢oziilmeleri saglanmistir. Daha sonra yaklasik
100 mg doku 6rnegi homejenize edildi ve 500 pl TriSolution ile muamele edilerek 10 dk oda
1is1sinda bekletildi. Tiip i¢ine 100 pl kloroform eklendi ve vorteks yapilarak 3 dk oda 1sisinda
bekletildi. Tiipler 12000 g’de 10 dk santrifiij edildi. Renksiz iist faz toplanarak temiz bir
eppendorf tiipe alindi. 500 ul isoprophanol eklenilerek tiip alt {ist edil ve 10 dk oda 1sisinda
bekletildi. Tiipler 12000 g’de 10 dk santrifiij edildi ve slipernatan uzaklastirildi. Pellet 500 ul
%75 soguk etanol ile yikandi ve 7500 g’de 5 dk santrifiij edilerek siipernatan uzaklagtirilda.
Pellet 37 °C’de 5 dk kurutuldu ve 20 ul RNAz free suda ¢dzdiiriildii. RNA &rnekleri 60 °C’de
10dk denature edildi. RNA konsantrasyonlar1 Thermo Scientific NanoDrop 2000 cihazinda
Olctildii (Tablo 18).

3.2.4.1. cDNA sentezi

cDNA sentezi GeneAll Hyperscript kiti kullanilarak gergeklestirilmistir. Kit igerigi ve

1 6rnek i¢in kullanilan miktarlar:

Reaksiyon bilesenleri Miktar

RNA 2 ul

Random Primer 1 ul

dNTP 1 pul

RNA 6rnegi 1000ng

H,O (DNA RNA free) 14 ul’ye tamamlanmistir.

Yukaridaki reaksiyon bilesenlerinin hazirlandig: tiipler 65 °C’de 5 dk inkiibe edildi

ardindan buz tizerine alinarak 1 dk bekletildi.
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Karigimin iizerine;

Reaksiyon bilesenleri
Tampon

DTT

RT enzim

RNAaz enzim

Miktar
2 ul
2 ul
1ul
1ul

Yukarida belirtilen reaksiyon bilesenleri eklendi ve 55 °C’de 1 saat inkiibe edildi
ardindan 85 °C’de 5 dk inaktivasyon gerceklestirildi daha sonra 6rnekler mMRNA ekspresyon

diizeyleri analiz edilene kadar +4 °C’de bekletildi.

mRNA ekspresyon farklariin incelenmesi

mRNA ekspresyon farkliliklari SybrGreen(GeneAll) boyasi kullanilarak RT-qPCR
(AbBiosystem) yontemi ile aragtirilmistir. Kullanilan reaktif karigim;

Reaksiyon bilesenleri Miktar

Sybr Green PCR karisimi 10 pl

Forward primer 1 ul

Reverse primer 1 ul

cDNA 2 ul

H,O (DNA RNA free) 6 ul

PCR sartlari;

Basamak Siire Sicaklik
On inkiibasyon 10 dakika 96 °C
Doéngii (40x)
Denatiirasyon 10 saniye 95°C
Baglanma 1 dakika 60 °C
Sentez 30 saniye 70°C
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Tablo 13. RT-gPCR igin kullanilan primerler.

VEGF F: 5 ATCATGCGGATCAAACCTCACC 3° 80 b
R: 5 GGTCTGCATTCACATCTGCTATGC 3’ P
VEGFR1 F: 5 CGACACTCTTTTGGCTCCTTCTAAC 3’ 63 b
(FIt-1) R: 5 TGACAGGTAGTCCGTCTTTACTTCG 3’ P
VEGFR?2 F: 5 GTACCAAACCATGCTGGATTGC 3’ b
(FIk-1) R: 5" CTTGCAGGAGATTTCCCAAGTG 3’ P
EGF F: 5 CCACGGTTACATTCACTCC 3 144 bp
R: 5" GCTATCCAAATCGCCTTC 3’
EGFR F: 5 GCCATCTGGGCCAAAGATACC 3’ 43bp
R: 5’ GTCTTCGCATGAATAGGCCAAT 3’
GAPDH F: 5 AGGTCGGTGTGAACGGATTTG 3’ 40bp

R: 5> GGGGTCGTTGATGGCAACA 3’

PCR reaksiyonlari sonucu elde edilen ortalama CT degerleri kullanilarak 24

hesaplandi. Kontrol ve tedavi grubu CT degerlerinden referans gen (GAPDH) CT degerleri
cikarildi. Boylece tedavi ve kontrol gruplarinin ayr1 ayrt ACT degerleri hesaplandi. Tedavi
grubu ACT degerinden kontrol grubu ACT degerinin ¢ikarilmasiyla AACT degeri hesaplandi.
Bu degerler 2T formiiliinde yerine konularak gen ifadesi analizleri yapildi. Her bir deney

asamasinda her bir 6rnek ve 6l¢lim igin ii¢ tekrarl ¢alisildi.

3.2.5. Hematoksilen & Eosin Doku Boyamasi islemleri

3.2.5.1. Doku takip asamasi

Mide dokularin mikroskobik incelemeye hazir hale getirilmesi amaciyla
gerceklestirilen basamaktir. Doku takibi {i¢ temel islemden olusur. Dokunun hassasiyetine,
biiyiikliigiine ve tiiriine gore bu basamaklarda kullanilan ¢ozeltilerin konsantrasyonlart ve
stireleri degiskenlik gosterir. Doku takip islemindeki ¢ozelti serileri; Alkol (Etil) serileri
(dehidrasyon) — Ksilol serileri (seffaflastirma) — Parafin serileri (infiltrasyon). Bu islemler
sonunda doku bloklamaya hazir hale getirilir.

Sicanlardan alinan, %10’luk formaldehit i¢inde fikse olan mide dokular: takip isleminden

once formaldehiti uzaklastirmak igin akan su altinda bir gece yikandi. Doku takip asamasinda,
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dokular dehidrasyon igin alkol serilerinde, seffaflandirmak igin ksilolde, sertlestirmek igin
parafinde bekletildi (Tablo 14). Doku takip asamasi asagidaki gibidir;

Tablo 14. Doku takip islemleri.

Dehidrasyon Seffaflastirma Sertlestirme

%70 %80 | %90 | %100 | %100 | %100 | %100 | %100 | %100

Asama ) ) ] ) )
Etanol | Etanol | Etanol | Etanol | Ksilen | Ksilen | Ksilen | Parafin | Parafin

25°% |25°% [25°% [25°% |65°% |65°C |65°C [65°C |65°C

Stire lsaat |lsaat |lsaat |2saat |lsaat |lsaat | lsaat | 1saat |1 saat

3.2.5.2. Dokularin parafine gomiilmesi (Bloklama)

Sertlesen mide dokular1 dikdortgen prizmasi seklindeki kaliplara konuldu. Bu islem
oncesinde parafin eritme cihazinda sivi parafin hazirlandi. Parafin dokme cihazinin
cesmesinden kaliplara bir miktar sivi parafin akitildi, parafin donmadan pens yardimiyla
dokular parafine sabitlendi ve sivi parafin dokme islemin devam edildi. Bu islem sirasinda
dokunun konumuna ve parafinin homojen bir sekilde dokuyu sarmasina 6nem verildi (Resim
3). Parafin kalipta faz farki olugsmasi durumunda kesit alma sirasinda parafinin
pargalanacaktir. Dokularin ayni sekilde parafin igerisine konumlandiriimamasi durumunda ise
kesitler arasinda fark olusacaktir. Parafin ile etiketler kaliplara sabitlendikten sonra kesit alma

islemine gecildi.

Resim 3. Mide dokularimin gomiiliip etiketlendigi parafin bloklar.
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3.2.5.3. Kesit alma islemi

Parafin bloklar kaliplardan ¢ikarildi. Blok parafinler doku kesitinin alinmak istendigi
konumda mikrotoma yerlestirildi. Dokunun kesme islemi esnasinda yumusamasini
engellemek icin buz kaliplart kullanildi. Parafin bloktaki fazla parafini uzaklastirmak ve
dokuya ulagsmak icin mikratom 10 um kalinliginda kesit alacak sekilde ayarlandi. Doku
kesitleri gelmeye basladigi andan itibaren 5 um kalinliga ayarlanan mikrotom ile doku
kesitleri alindi. Kesitler 1lik su banyosuna, oradan da lamlar {izerine alindi. Lam iizerindeki

doku kesitleri boyama islemine gegilene kadar oda sicakliginda bekletildi.

7

Resim 4. Kesit hazirlama. (a) Mikratom cihazi. b) Lam iizerinde mide kesitleri. ¢) Parafin
banyosu)

64



3.2.5.4. Hematoksilen & Eozin (H&E) Boyamasi

Hazirlanan Kesitler 1sik mikroskobu altinda histolojik olarak incelemek i¢in H&E

boyamasi yapildi. Boyama islemine gecilmeden once kesitler etiiv igine alinarak 60 °C’de 1

saat bekletildi. H&E boyama asamalar1 uygulandi.

Tablo 15. H&E boyama asamalari.

Sira  Islem Siire
1 %100 Ksilen 2 dakika
2 %100 Ksilen 2 dakika
3 %100 Etil Alkol 1 dakika
4 %100 Etil Alkol 1 dakika
5 %096 Etil Alkol 1 dakika
6 Mayer Hematoksilen 3 dakika
7 Distile Su 3 kez
8 Eozin 2 dakika
9 %96 Etil Alkol 2 dakika
10 %96 Etil Alkol 2 dakika
11 %100 Etil Alkol 2 dakika
12 %100 Etil Alkol 2 dakika
13 %100 Ksilen 2 dakika
14 %100 Ksilen 2 dakika

Resim 3. H&E boyama diizenegi.
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3.2.5.5. Mide dokularmin mikroskobik incelenmesi

Doku kesitleri 151k mikroskobunda incelenmek tizere parafin bloklardan mikrotom
kullanilarak 5 pm kalinliginda kesitler alindi. H&E boyamasi i¢in kesitler rodajli lamlara

alindi. Olympus bx51 mikroskobu kullanilarak dokular incelendi ve fotograflandi.

3.3. istatisliksel Analizler

Elde edilen parametrelerin dagilimi Shapiro-Wilk, varyans homojenitesi Levene’s testi
ile belirlendi. Gruplar arasindaki istatistiksel degerlendirmeler, verilerin normal dagilima
uygunluguna gore Kruskall-Wallis veya one-way ANOVA ile belirlenmistir.

Gruplar arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney
U testi kullanild1. Veriler SPSS (Statistical Package for the Social Sciences, version 11.5)

programinda degerlendirilmistir ve P < 0.05 6nemli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Mide Dokularima Ait Makroskobik Bulgular

Makroskobik bulgular, profilaktik etkisini degerlendirmek i¢in verilen farkli
dozlardaki oleuropeinin, indometazin ile gastrik iilser olusturulan gruba gore gastrik mukozal
hasarlanmay1 6nledigini gostermistir. Bunun yaninda sadece 12 mg/kg oleuropein verilen
siganlarda mide hasar1 goriilmezken, 30 mg/kg Lansoprazol verilen siganlar ile farkli
dozlardaki oleuropein uygulanmis siganlarin anti-iilser etkileri arasinda anlamli fark
bulunmustur (Resim 6). 6-12-18 mg/kg oleuropein uygulanan gruplar indometazin uygulanan
grup ile karsilastirildiginda sirasiyla %94.33, %96.09, %96.77 oraninda anti-iilser etki
gostermistir (P < 0,001) (Tablo 16).

Tablo 16. Sicanlarda indometazin kaynakli gastrik ilser lizerinde lansoprazol ve farkli

dozlarda oleuropein uygulamasinin iilser alani ve anti-iilser etkisi. (n:8)

Gruplar  Ulser alan (mm°) Anti-iilser etki (%) Ulser indeksi
Grupl 0,0+0,0 - -
Grup2 1181,63 £ 158,01° 0 46,02°
Grup3 0,0+0,0 - -
Grup4 170,47 + 32,50° 83,67 9,84°
Grup5 64,72 + 15,50° 94,33 3,92°¢
Grup6 42,29 + 13,55%¢ 96,09 2,124
Grup? 31,54 + 5,66%%¢ 96,77 1,77°%¢
P< falalel

Ulser alam1 (mm?), her grupta sekiz hayvanin ortalama hasar alamdir. Anti-iilser etki
tilser bolgesinde indometazin grubu ile iliskili iilser (%) inhibisyonudur. Tedavi edilen
gruplar, indometazin grubu ile istatistiksel olarak karsilagtirildi.

2.0.¢.d ¢ farkly harfler ayni siitunda istatistiksel olarak anlaml farkliliklar gosterir.
***p < 0.001.
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Grup 1: Kontrol

Grup 3: 12 mg/kg Oleuropein

Grup 5: 6 mg/kg Oleuropein +
25mg/kg Indometazin

Grup 2: 25 mg/kg indometazin

Grup 4: 30 mg/kg Lansoprazol
25mg/kg Indometazin

Grup 6: 12 mg/kg Oleuropein +
25mg/kg Indometazin
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Grup 7: 18 mg/kg Oleuropein + 25 mg/kg indometazin

Resim 4. indometazin uygulanan siganlarin makroskobik mide goriintiileri. (a) Kontrol grubu,
(b) 25 mg/kg Indometazin grubu, (c) 12 mg/kg Oleuropein grubu, (d) 30 mg/kg Lansoprazol
grubu, (€) 6 mg/kg Oleuropein grubu + 25 mg/kg Indometazin (f) 12 mg/kg Oleuropein + 25
mg/kg Indometazin grubu, (g) 18 mg/kg Oleuropein + 25 mg/kg Indometazin grubu.

4.2. Oksidatif ve Anti-oksidaitif Enzimlerinin Analiz Sonuglari

Mide dokusunda yapilan GSH, MDA, SOD analizlerinde 18 mg/kg dozundaki
oleuropeinin indometazin uygulanan grubu ile karsilastrildiginda istatistiksel olarak anlamli
farklilik oldugu goriilmiistiir. 12 mg/kg oleuropein uygulamasi sadece MDA ve SOD’da anlaml
bir farklilik gosteririken, GSH analizlerinde oleuropeinin tiim dozlarinda indometazin grubuna
gore anlamli fark bulunmustur. Ancak CAT analizinde gruplar arasinda anlamli farkliliklar
goriilmemistir. On tedavi olarak 18 mg/kg oleuropein uygulamast MDA seviyesini indometazin
grubuna gore yaklasik 4 kat (P<0,001), MPO seviyesini yaklasik 3 kat (P<0,001) distirtirken
SOD seviyesinin yaklagik 3 kat arttirarak onemli bir anti-oksidan ve anti-inflamatuar etki

gosterdigi belirlenmistir (Tablo 17).
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Tablo 17. Oksidatif ve anti-oksidatif enzimlerin analiz sonuglari (n=8).

Parametreler

Gruplar GSH MDA SOD CAT MPO
mg/100 m mmol/dk/m
(mg/A00mg o mg) (U/mL) (IU/mL) ( Mg
protein) protein)
Grup 1 38,04 + 4,422 11,32+ 1,78°" 10,55+1,39 &P 0,63+022° 581 +201°
Grup 2 14,82 + 3,38 ¢ 25,77 £ 3,24 a 4,18+0,64 d 0,76 + 0,17 a 49,92 + 17,52 a
Grup3  2808+380%° 1972+302°°  756.039" 005+022°  24,05+10,06
Grup 4 887+1,29° 26,12 + 3,182 3,2 i0,57d 0,45+ 0,242 29,82+7,11°
Grup 5 17,57 + 3,40 b 24,34 + 3,89 ¢ 5,45+1,07 bcd 0,60+ 0,162 707+234 b.d
Grup6  2535+616"  13,68+298"° 106811037  0,91+0,19° 8,21 + 3,17
Grup7  3441+836*  6,00+1,05° 11,26+1,41°0¢ 0,64+ 0,04° 15,00 6,28 "¢
P< 0,001 0,001 0,001 + 0,01

SOD: Siiperoksit dismutaz, CAT: Katalaz, GSH: Glutatyon, MDA: Malondialdehid, MPO:
Myeloperoksidaz. “#” anlamli fark yok.
a,b,c,d Ayni kolondaki farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig: ifade eder.

4.3. Comet Sonuclari

Lenfosit hiicrelerinin DNA hasar1 “kuyruk yogunlugu (%) ve “kuyruk momenti” olmak
tizere iki analiz parametresine gore Olciilmiistiir. 18 mg/kg oleuropein verilen siganlar disinda,
ajan uygulanan tiim gruplar kontrol grubuyla karsilastirildiginda izole edilen lenfosit hiicrelerinin
% kuyruk yogunlugu degerleri anlamli olarak yiiksek bulunmustur (P<0,001) (“*” kontrol ile
diger gruplarin karsilastirilmasini ifade eder). 18 mg/kg oleuropein verilen siganlardan izole
edilen lenfositlerin % kuyruk yogunluk degerlerinde kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunmamaistir. Tedavi alan sican gruplarinin indometazin grubu ile % kuyruk
yogunlugu degerleri kiyaslandiginda oleuropeinin tiim dozlarda anlamli bir fark gosterdigi
gorilmistiir (“t” indometazin ile diger tedavi uygulanan gruplarin karsilagtirilmasini ifade eder).
18 mg/kg oleuropein verilen siganlarin izole edilen lenfositlerin kuyuk moment degerleri kontrol

grubu ile karsilagtirildiginda anlamli bir fark bulunmazken, indometazin uygulanan gruba gore
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anlamli sekilde kuyruk moment degerlerinin inhibe oldugu belirlenmistir (tf P<0,001) (Sekil 8)
(Resim 7).

Kuyruk Yogunlugu (%)

45,00 - * %k
40,00 -
35,00 - f

30,00 -
%k %k

25,00 - Tt Hi

20,00 - * **

15,00 - Ht
10,00 -

5,00 -

0,00 -

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup>5 Grup6 Grup?7

Kuyruk Momenti
0,35 4 ok K
0,3 -
0,25 -
,.[_
0,2 - * ok ¥

0,15 -

tH
H *xk tt
0,1 - * %
* %k
0,05 . . i
, | mim - —

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grup6 Grup?7

Sekil 8. Indometazin ile olusturulan gastrik iilser modelinde farkli doz oleuropein
uygulamasinin kuyruk momenti ve % kuyruk yogunlugu tizerindeki etkisi (her grupta n==8)

AT 33

Her bir parametre ortalama+SH olarak ifade edildi. gruplarin kontrol grubuyla (Grupl)
karsilagtirilmasini, “t” gruplarin indometazin uygulanan grupla (Grup2) karsilagtirilmasini

ifade eder.

' p<0,05, ™ p<0,01, " p<0,001
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Grup 1: Kontrol

Grup 3: 12 mg/kg Oleuropein Grup 4: 30 mg/kg Lansoprazol
25mg/kg indometazin

Grup 5: 6 mg/kg Oleuropein + Grup 6: 12 mg/kg Oleuropein +
25mg/kg indometazin 25mg/kg Indometazin
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Grup 7: 18 mg/kg Oleuropein + 25mg/kg Indometazin

Resim 5. Comet assay ile olusturulan hiicre DNA go¢ii (x400). (a) Kontrol grubu, (b) 25
mg/kg Indometazin grubu, (¢) 12 mg/kg Oleuropein grubu, (d) 30 mg/kg Lansoprazol grubu,
(e) 6 mg/kg Oleuropein grubu, (f) 12 mg/kg Oleuropein grubu, (g) 18 mg/kg Oleuropein
grubu.

4.4. Histopatolojik Sonuglar

Sigan mide doku kesitlerinin histolojik goriintiileri Resim 8’de gdsterilmistir. Indometazin
verilen sicanlarin mide dokularinda 6dem, genis ve derin hasarlar, konjesyon, inflamatuar hiicre
infiltrasyonu gibi histopatolojik degisiklikler meydana gelmistir. Farkli dozlarda oleuropein
verilen sicanlar indometazinin neden olabilecegi histopatolojik hasarlarin olusumunu engellemis

ve mide doku biitiinliigiiniin korunmasinda yardimci oldugu gosterilmistir.
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)

Grup 2: 25 mg/kg indometazin

Grup 3: 12 mg/kg Oleuropein Grup 4: 30 mg/kg Lansoprazol
25mg/kg Indometazin

Grup 5: 6 mg/kg Oleuropein + Grup 6: 12 mg/kg Oleuropein +
25mg/kg indometazin 25mg/kg indometazin
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Grup 7: 18 mg/kg Oleuropein + 25mg/kg Indometazin

Resim 6. Sicanlarin mide doku 6rneklerinin histolojik goriintiisii. (2) Kontrol grubu, (b) 25
mg/kg indometazin grubu, iilseratif alan, hasar gdrmiis epital, mukoza ve sub mukoza
bolgeleri (oklar) (c) 12 mg/kg Oleuropein grubu, (d) 30 mg/kg Lansoprazol grubu, iilseratif
alan, epital nekroz (oklar) (e) 6 mg/kg Oleuropein grubu, (f) 12 mg/kg Oleuropein grubu (g)
18 mg/kg Oleuropein grubu.

4.5. RT-qPCR Sonuclar:

Deneysel gastrik iilser modelinde tiim si¢anlarin mide dokularindan {iger tekrarlit RNA
izolasyonu gerceklesrilmistir. izole edilen RNA’larin miktar1 ve kalitesi belirlenmistir
(Tablo18). Elde edilen RNA’lar EGF, EGFR, VEGF, VEGFR1 ve VEGFR2 ekpresyon

seviyelerinin belirlenmesinde kullanilmstir.
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Tablo 18. Mide dokular1 toplam RNA konsantrasyonlart ve 260 nm/280 nm degerleri

Total RNA

Ornek No konsantrasyonu (ng/pl) 260nm / 280nm
Grup 1-1 325 1,98
Grup 1-2 258 2,02
Grup 1-3 278 2,02
Grup 1-4 123 2,09
Grup 1-5 182 2,3
Grup 1-6 137 2,09
Grup 1-7 148 1,99
Grup 1-8 171 1,9
Grup 2-1 152 2,03
Grup 2-2 137 2,18
Grup 2-3 127 1,95
Grup 2-4 172 2,3
Grup 2-5 153 2,2
Grup 2-6 157 2,03
Grup 2-7 141 2,1
Grup 2-8 199 2,2
Grup 3-1 243 2,1
Grup 3-2 160 2,15
Grup 3-3 144 1,97
Grup 3-4 161 2,04
Grup 3-5 147 2,01
Grup 3-6 155 1,99
Grup 3-7 185 2
Grup 3-8 158 2,09
Grup 4-1 131 2,21
Grup 4-2 134 2,04
Grup 4-3 148 2,04
Grup 4-4 163 2,04
Grup 4-5 294 1,98
Grup 4-6 143 2,16
Grup 4-7 224 2,56
Grup 4-8 164 1,99
Grup 5-1 350 1,88
Grup 5-2 300 2,02
Grup 5-3 542 2
Grup 5-4 338 1,99
Grup 5-5 294 1,98
Grup 5-6 243 2,16
Grup 5-7 424 2,56
Grup 5-8 364 1,99

Grup 6-1 355 2,01



Grup 6-2 613 2,02

Grup 6-3 442 2

Grup 6-4 338 1,99
Grup 6-5 255 2,05
Grup 6-6 443 2,02
Grup 6-7 542 2

Grup 6-8 338 1,99
Grup 7-1 345 2,03
Grup 7-2 633 2,05
Grup 7-3 542 2

Grup 7-4 428 1,98
Grup 7-5 315 2,04
Grup 7-6 433 2,03
Grup 7-7 521 2

Grup 7-8 428 1,99

EGF, EGFR, VEGF, VEGFR1 ve VEGFR2 mRNA ekspresyon seviyeleri 18 mg/kg
oleuropein verilen sicanlarin indometazin verilen gruba kiyasla anlamli bir farklilik
bulunurken kontrol grubuyla anlamli bir fark bulunmamigtir. Sadece indometazin uygulanan
grup, 18 mg/kg oleuropein verilen grup ile kiyaslandiginda EGF ekspresyonunu 5 kat, EGFR
expresyonunu 3 kat baskilandigi bulunmustur. Sadece indometazin verilen grup, 18 mg/kg
oleuropein verilen grup ile kiyaslandiginda VEGF, VEGFR1 ve VEGFR2 expresyonunu
yaklasik 4 kat baskiladig1 goriilmiistiir (Sekil 9).
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VEGE VEGFR1/FIt

*%

2.0

Kk *

Relatif mRNA seviyesi

Relatif mRNA seviyesi

VEGFR2/Flk

Relatif mRNA seviyesi

Sekil 9. Si¢anlarin mide dokularinda EGF, EGFR, VEGF, VEGFR1, VEGFR2 mRNA
ifadeleri. Endojen referans GAPDH ile hedeflenen ilgili genlerin mRNA diizeylerinin kat
degisiklikleri hesaplandi. Her bir parametre ortalama+SH olarak ifade edildi.

* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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5. TARTISMA

Bu calismanin amaci indometazin ile gastrik {ilser modeli olusturulan siganlarda farkl
dozlardaki oleuropeinin gastro protektif etkilerini arastirmaktir. Gastrik tlser, endoskopide
kayda deger derinlikte mukozanin astarinda ve submukozada histolojik bir hasar olarak
tanimlanir. Giiniimiizde hidroklorik asit, H. pylori, pepsin, sigara, alkol vb. ¢ok sayida
endojen ve egzojen mideye hasar verici ajanlar olarak belirtilmistir. Ancak farmakolojik
cergeveden baktigimizda ozellikle NSAIQ’lerin dogrudan veya dolayl olarak gastrik iilser
patogenezine olan olumsuz etkileri ciddi bir sorun teskil etmektedir (Liu ve ark, 2015). Ulser
tedavisi gesitli hiicresel ve bag dokusu bilesenlerinin etkilesiminin iyi koordine edilmesini
gerektiren dinamik ve karmagsik bir siirectir. Bu siiregte glandiiler yapiin yeniden insaasi,
mukozal yapinin yeniden epitelizasyonu, anjiyogenez ve bag dokusu bilesenlerinin
restorasyonu gerekir. Ulserli bolgenin iyilesme siirecinde gerekli olan bu biyolojik islemlerin
bir takim fizyolojik olaylara bagli olmasi kaginilmazdir. Ulserli bolgenin onarilma siireci
mukozal hiicre gocii, hiicre proliferasyonu, biyokimyasal olaylar ve bu olaylar1 diizenleyen
epidermal biiylime faktorii, epidermal biliylime faktorii reseptorii, vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorli ve reseptorleri, transkripsiyon faktorleri ve sitokinler gibi g¢esitli biiylime faktorlerine
baglidir (Choi, 2008).

Yaptigimiz calismada gastrik mukoza hasari, si¢anlara oral yoldan indometazin
uygulamasi ile olusturulmustur. Koruyucu ajan olarak farkli dozlarda segilen oleuropein,
indometazin ile gastrik hasar olusturulmadan 5 dakika ©Once oral yolla siganlara mide
koruyucu ajan olarak uygulanmistir. Oleuropeinin anti-tilser etkisi serbest radikal siipiiriicii,
asit sekresyonunu inhibe edici, mide mukozal bariyerini gili¢lendirici, mukozal hiicre gogiinii
ve proliferasyonunu aktive edici gibi cesitli mekanizmalara bagli olabilir. Bu baglamda
yaptigimiz ¢alismanin sonuglari indometazin ile olusturulan gastrik ilserin, zeytin ve
tirevlerinde bulunan bir mikrobesin olan oleuropeinin anti-oksidan etkisi, oksidatif stresin
bastirilmasi ve biiytime faktorlerini aktive etmesi yoluyla basarili bir sekilde tedavisinde rol
alabilecegini gostermistir.

Oleuropein, serbest radikal {iretim reaksiyonlarini katalize eden Cu?* ve Fe®* gibi metal
iyonlarmi selatlayabilir. Oleuropein ve onun metaboliti olan hidroksitirosol optimum anti-

oksidan ve/veya siipiirme aktivitesi igin gerekli olan yapisal gereksinime (bir katekol gruba)
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sahiptir (Alirezaei ve ark. 2012). Bu ozellikler ile oleuropein gastrik oksidatif hasar1 onler,
total anti-oksidan kapasiteyi ve hiicre membran biitinligini 1iyilestirir ve lipid
peroksidasyonunu azaltir. Genel olarak bu sonuglar, etanol, asetik asit, NSAII ile olusturulan
gastrik iilser caligmalarinda mide anti-oksidan sistemin bozuldugunu ve deney hayvanlarinda
lipit peroksidasyonun indiikledigini ileri siiren ¢aligmalar1 desteklemektedir (Alirezaei ve ark,
2012; Odabasoglu, 2006).

Gastrik iilserin, midede oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki dengesizlikten
kaynaklandigi bilinmektedir (Bandyopadhyay, 2000 ). Akut ve kronik inflamasyon ile iliskili
olan mide hiicre ve doku hasari, midede olusan ROT'un toksisitesine baglidir. Gastrik
mukozal biitiinliik, hiicre 6limiiniin ve hiicre ¢ogalmasinin dinamik bir denge siireci ile
saglanir. Mide mukoza lezyonlari, oksidatif hasar ve apoptotik hiicre 6limiiniin dahil oldugu
cesitli faktorler iilserojenlerin neden oldugu gastrik mukozal biitiinliiglin kaybinda 6énemli rol
oynamaktadir. Cesitli biiyiime faktorleri, nitrik oksit, anjiyogenez, bazi onkogenlerin aksine
tilser iyilesmesinde hiicre proliferasyonu tiizerinde oksidatif stres ve apoptosizin baskin
gelmesi iilseri tetikleyebilir (Das, 1993).

Oleuropein bagirsaklardan hizla emilebilen bir maddedir. Oral yoldan 20 mg/ml
oleuropein uygulanan siganlarin plazmalarinda 2 saat sonra tmax degeri 200 ng/ml degerine
ulagsmaktadir. Ayrica oleuropeinin plazmada sadece glikozid formda bulunmasi
bagirsaklardan direkt emilebildigini de gostermektedir (Alirezaei ve ark, 2012). Bu durum
bize oleuropeinin enzimatik ve enzimatik olmayan yiiksek ve hizli anti-oksidan etkisini
aciklamada yardimer olabilir. Ug farkli dozun uygulandigi ¢alismada, tiim dozlarda anti-iilser
etki gostermesine ragmen makroskobik tilserli mide alanlar1 6lglimiinde en 1y1 mide koruyucu
etki 18 mg/kg oleuropein dozunda goriilmiistir. Bu durum oleuropeinin indometazin ile
olusturulan gastrik iilser modelinde doza bagli anti-iilser etkiye sahip oldugunu gdstermistir. 6
ve 12 mg/kg dozundaki oleuropein uygulamalari da mide koruyucu etkiye neden olmuslardir
ancak daha diisiik anti-oksidan etki gostermislerdir.

Hiicrelerarasi siiperoksit radikal seviyesinin azalmasini saglayan SOD enzimi, oksijen
radikallerini hidrojen peroksid molekiiliine cevirerek daha kararli bir yap1 olusturur. Ancak
hidrojen peroksit molekiilii daha reaktif bir metaboliti olan hidroksil radikaline ve/veya siiper
oksid radikaline indirgenerek organizma icin hala oksidatif tehlike arz edebilir. Bu sebeple
devreye CAT ve GPx enzimleri girer. CAT ve GPx hidrojen peroksit molekiiliinii su
molekiiliine yikarak anti-oksidan etki gosterir (Subhash, 2007; Alirezaei ve ark, 2012).
Indirgenmis GSH tiim memeli hiicrelerinde bulunan bir tripeptittir ve dnemli sitoprotektif bir

fonksiyona sahiptir. GSH’1n bu islevi oksidatif strese karsi savunmada 6zel bir onem arz
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etmektedir. Bu calismada oleuropein CAT disindaki antioksidan enzim (GSH ve SOD)
seviyelerinde artisa neden olmustur. GSH ve SOD (P < 0.001) 6zellikle oleuropein 12 mg/kg
ve 18 mg/kg dozlarinda lansoprazol uygulanan grupla kiyaslandiginda antioksidan enzim
seviyelerinin korunmasinda etki gosterdigi goriilmiistiir. Alirezai ve ark. etanol ile olusturulan
gastrik {lilserden sonra oleuropein verilmesinin midede SOD, GSH ve GPx aktivitelerinde artis
oldugunu raporlamislardir (Alirezaei ve ark. 2012). Alirezai ve ark. si¢an testisinde etanol ile
olusturulan oksidatif stres modelinde oleuroepin uygulamasindan sonra testis dokusunda
GSH’1n uyarildigimi ve SOD seviyesinin yiikseldigini bildirmislerdir (Alirezaei ve ark, 2012).
Yaptigimiz ¢alismada SOD aktivitesinin onemli artis1 bu ¢alisamalarla uyumlu bulunmustur.
Mide dokusundaki SOD aktivitesinin 6nemli artis1 indometazin ile artan oksidatif stres altinda
olusan asir1 serbest radikallerin siipiiriilmesine bagli olabilir. Bu calismada GSH aktivitesi
indometazinin olusturdugu oksidatif stres ile hizla olusturulan siiperoksit radikallerini
siiptirmek i¢in veya reaktif serbest radikallerden ve peroksitlerden hiicreleri korumak igin
artmig olabilir. Park ve ark.’lar1 yaptigr calismada ROT artisinin, lipidperoksidasyon ve
glutatyonun tlikenmesinin gastrik mukozal hiicrelerde gesitli oksidatif hasarlardan sorumlu
oldugunu ve indometazin ile olusturulan akut lezyonlarin patogenezinde rol oynadigini
gostermistir (Park ve ark, 2013). Indometazin ile olusturdugumuz gastrik iilser modelinde de
mide dokusundaki GSH seviyesinin diisiikk bulunmasi oksidan/antioksidan sistemde bir denge
bozuklugunun oldugunu ifade ediyor olabilir. Artmus CAT aktivitesi 18 mg/kg oleuropein
uygulamasiyla diismiis, ancak anlamli bir azalma goriilmemistir. Bu durumun sebebi mide
ortaminin asidik pH degerinin hidrojenperokside doniistiiriilen serbest radikallerin yeniden
peroksid radikallerine doniismiis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Notrofiller tarafindan olusturulan serbest radikallerin gastrik {ilser iyilesmesini
geciktirdigini rapor edilmistir (Hamaishi, 2006). Drake (2000) ve Santra (1998) tarafindan
sunulan raporlarda gastrik ilser ile lipidperoksidasyon seviyesini gostermek igin kullanilan
MDA seviyesi arasinda bir iliski oldugu gosterilmistir (Santra, 2000; Drake, 1998). 12 mg/kg
ve 18 mg/kg oleuropein verilen gruplarda goriilen MDA seviyesindeki Oonemli azalma
oleuropeinin serbest radikal hasarina karsit koruyucu etkisi oldugunu gdstermektedir.
Boyacioglu ve ark. tarafindan 25 mg/kg indometazin uygulanan grupta yiikselen MDA
seviyesinin artan lipid peroksidasyonla iliskili oldugu belirtilmistir (Boyacioglu ve ark, 2016).
Bu calismaya paralel olarak 6n tedavi 18 mg/kg oleuropeinin uygulamasindan sonra 25 mg/kg
indometazin uygulamasinin MDA seviyesinin yiikseltmedigi goriilmiistir. Bu durum
oleuropeinin anti-iilser potansiyelinin lipidperoksidasyonundaki azalmayla baglantili

oldugunu diisiindiirmektedir.
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Gastrik mukozal yaralanmada ROT kaynaklarindan biri de aktive edilmis ndtrofillerdir.
Notrofiller lipid, DNA ve protein gibi 6nemli biyomolekiillerin ROT aracili oksidasyonundan
baslica sorumludurlar (Karakoyun, 2009). Bu ¢alismada mide dokusu homojenatinda bulunan
MPO seviyesindeki degisim incelenerek notrofil kaynaklt ROT hasar1 degerlendirilmistir. Bu
baglamda siganlarin gastrik dokularinda indometazinin olusturdugu oksidatif stresle MPO
aktivitesinde artis goriilmistiir. Koruyucu ajan olarak oleuropein uygulanmasi MPO aktivitesi
tizerinde inhibe edici etki gostermistir (P<0,01). Farkli dozlarda oleuropein verilen sicanlarda
MPO seviyeleri arasinda anlamli bir fark olmadigi goriilmistiir. Oleuropeinin MPO’yu
baskilayici etkisinin doza bagli olmadigi bulunmustur. Bu etki indometazinin olusturdugu
ROT’lara karsi oleuropeinin anti-oksidan etkisi ile agiklanabilir. Bir¢ok GI hastaligin
oksidatif stresle baslatildigini ve siddetlendigini g6z Oniline alirsak bu patofizyolojik
kosullarin gelisiminin altinda yatan mekanizmalarin aydinlatilmasi i¢in daha ¢ok arastirma
yapilmalidir.

Comet assay tekli hiicre seviyesinde cift ve tek iplikli kirilmalar, eksik tamir yerleri,
alkali-kararsiz bolgeler ve capraz baglar dahil olmak tizere oksidatif DNA hasarinin
degerlendirilmesi i¢in duyarli bir testtir. Bu nedenle gégiin kapsami1 DNA’daki kirilmalarin
sayist ile orantilidir ve tek hiicre bazinda DNA kiriklarmin sayisinin dolayli 6l¢giilmesi ile
analiz gergeklestirilir. indometazinin neden oldugu gastrik iilserasyon sirasinda oksidatif
DNA hasar1 gastrik koruyucu olarak lansoprazol tedavisi ile azalmis gibi goriinse de
lansoprazol tedavisinden sonra indometazinin neden oldugu oksidaitif stres enzimlerinde
anlamh bir degisme bulunmamustir. Biswas ve ark. (2002) in vitro ortamda Cu®" ile
olusturulan oksidatif stres altinda lansoprazoliin hidroksil radikal siipiiriicii etki ile anti-
oksidatif ozellige sahip oldugunu ileri siirmiislerdir. Ancak yapilan c¢alismada kullanilan
materyaller izole ortamda sigcan mukozal yiizey epitel hiicreleri ve insan mide mukozal
biyopsi Ornegidir. Calisma materyallerinin bulundugu izole ortam ve lansoprazolun
uygulandigi pH degeri nétiire yakin olan 7,4 degeridir (Biswas ve ark, 2002). Bu kosullar g6z
Oniine alindiginda yaptigimiz ¢alismada indometazin ile olusturulan oksidatif stres sonucunda
tek doz lansoprazol uygulamasinin antioksidan 6zellik gostermedigi bulunmustur. Siganlara
oral yolla indometazin uygulamasinin lenfosit hiicrelerinin DNA’larinda hasarina neden
oldugu goriilmiistiir. Bu sonug¢ Polat ve ark. tarafindan indometazinin DNA hasarina neden
oldugunu gosterdikleri ¢alisma ile uyumludur. Ancak indometazinin neden oldugu DNA
hasarint 6nlemede lansoprazol grubu anlamli bir etki gdstermistir (Polat ve ark, 2010). Bu
calismada ise 18 mg/kg oleuropein 6n tedavisi indometazin kaynakli DNA hasarina karsi

diger dozlara kiyasla anlamli DNA koruma etkisini gostermistir (P<0,001). 18 mg/kg
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oleuropein dozunun kuyruk momenti ve % kuyruk yogunlugu degerlerinin kontrol grubuna
yakin oldugu aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi bulunmustur. Diger
dozlardaki (6 mg/kg - 12 mg/kg) oleuropein gruplarimin indometazin ile DNA hasari
olusturulan grup ile kiyaslamasinda ise oleuropeinin DNA hasarin1 onleme etkisinin doza
bagli oldugu goriilmiistiir.

Yaptigimiz ¢alismada oleuropeinin mide dokusunu koruyucu etkisinin histolojik
incelenmesinde H&E boyasi kullanildi. Yapilan histolojik ¢alismanin sonucu olarak farkli
dozlarda oleuropein On tedavisi, oleuropein verilmeyen siganlara kiyasla mide dokusundaki
tilseri makroskobik olarak azaltmistir. Yapilan histolojik analiz oleuropein tedavisi
verilmeyen siganlarin mide yiizeyinde epitel doku deformasyonu, kanama, fokal nekroz,
glandiiler hiicrelerin dejenerasyonu ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu gibi patolojik olaylarin
olustugunu gosterirken oleuropein 6n tedavisi olan sicanlarin mide dokularmin yapisinin
korundugunu gostermistir. Elde ettigimiz bu sonuglar Ercan ve ark.’larinin asetik asit ile
Boushra ve ark.’larinin indometazin ile olusturduklart gastrik {ilser ¢alismalarindaki
histopatolojik bulgular ile benzerlik gostermektedir (Ercan ve ark, 2019, Boushra ve ark,
2019).

Indometazin ile olusturulan gastrik iilser modelinde oleuropeinin EGF, EGFR, VEGF,
VEGFR1 ve VEGFR2 mRNA ekpresyon diizeyleri tlizerindeki etkisini belirlemek i¢in RT-
gPCR metodu kullanilmigtir. Sonuglar indometazin ile olusturulan mukozal hasarli grupta
EGF ve EGFR’nin mRNA ekspresyonlarinda kontrole gére azalma oldugunu gostermistir.
EGF ve EGFR mRNA ekspresyonunun 18 mg/kg oleuropein verilen si¢anlarda kontrol
grubuyla karsilastirildiginda anlamli  bir fark goriilmemistir. Sicanlara indometazin
verilmeden once mide koruyu ajan olarak oleuropein (18 mg/kg) verilmesi EGF ve EGFR
ekspresyon seviyelerinde kontrol grubuna gore anlamli bir degisme gostermezken {ilser
modeli ile karsilastirildiginda anlamli bir fark oldugu bulunmustur. Bu sonuglar oleuropenin
mide dokusundaki EGF ve EGFR gen ekpresyonunu bazal seviyede tutabilecegini
gostermistir. Bazal seviyede bir EGF ve EGFR gen ekpresyon diizeyi NSAII’lerin
olusturacagi gastrik hasarin engellenmesi ve gastrointestinal sistemin patofizyolojisinin
korunmasinda 6nemli bir gosterge olabilecegini gostermektedir. Gastrik sistemde bulunan
epitel hiicreler hizli bir dongiiye sahiptirler. EGF ailesi hiicre kaybi1 ve hiicre yenilenmesi
arasindaki dengeyi korur (Konturek, 1990). Wong ve ark. (2001) antral mukozada EGF
protein seviyesinin mukozal hasarlanmada ve H. pylori enfeksiyonunda artis goriiliirken
tikiiriik bezlerinde EGF sekresyonunun degismedigini gostermislerdir (Wong ve ark. 2001).

[ltihapl: ve iilser bolgelerinde yeni olusan epitel hiicrelerinden iiretilen EGF, hasar onarrminda
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ve llser iyilesmesinde kritik bir rol oynar. Yapilan ¢alismalarda H. pylori kiiltiir
stipernatantinin EGF’in EGFR’ye baglanmasini azalttigint ve EGF’nin uyardigi gastrik hiicre
proliferasyonunu baskiladig1 gosterilmistir (Fujiwara, 1997). Jing-Jing Li ve ark. yaptiklar
gastrik llser c¢alismasinda EGF ve VEGF ekspresyon seviyesindeki azalmanin gastrik
epitelyal hiicre proliferasyonunda ve anjigenezde inhibisyona neden oldugunu gostermistir (Li
ve ark. 2017). M Magierowski ve ark. yaptiklari ¢alismada iilser iyilesmesi sirasinda tilserli
bolgede VEGFa protein ekspresyonunda onemli bir artis oldugunu vurgulamistir. Yine ayni
grup saglikli gastrik progenitor hiicrelerde EGFR ekspresyonu gézlemlerken tedavi uygulanan
gruplarda hiicre biliylimesini ve yenilenmesini uyaran EGF seviyesinde artis oldugunu
belirtmistir (Magierowski ve ark, 2017). Bu sebeple EGF ve EGFR seviyesi saglikl bir iilser
iyilesme mekanizmasinin siirdiiriilebilmesi i¢in gerekli oldugu diisiiniilmektedir. Sonug olarak
indometazinin olusturdugu gastrik mukozal hasarli mide dokusunda EGF ve EGFR
ekspresyonu azaltmis ve hiicre yenilenmesi i¢in aktif tamir mekanizmasi olan EGF ve
reseptoriiniin  baglanmasi engellenmis olabilir. Oleuropein mide dokusundaki EGF ve
EGFR’nin bazal seviyelerinin koruyarak epitel hiicrelerin yenilenmesini desteklemis ve
mukozal hasarlanmara karsi tamir mekanizmasin aktif tutmus olabilir.

VEGF, mukozal koruma ve iilser iyilesmesi sirasinda ortaya ¢ikan anjiyojenik yanitta
rol oynayan biiyiime faktoriidiir. VEGF intrinsik tirozin kinaz aktivitesi ile VEGFR1 (flt-1) ve
VEGFR2’ye (flk-1/KDR) spesifik olarak baglanir. VEGF vaskiiler endotelyum {izerinde
entotel hiicre canlili1, mitogenez, kemotaksis ve vaskiiler ge¢irgenlik gibi 6zelliklere sahiptir
(Milani, 2001). Takhashi ve ark VEGF ve reseptorlerinin insan peptik iilser hastaliginda
eksprese edildigini gostermistir (Takahashi ve ark, 1997). Jones ve ark. etil alkol ile akut
gastrik hasar olusturulan deneysel modellerde iyilesme siirecince VEGF ekspresyonunun
arttigi gostermistir (Jones ve ark. 1999). Yaptigimiz calismada indometazin ile ilser
olusturulan grupta VEGF ve reseptorlerinin ekpresyon seviyelerinde kontrol grubuna gore
anlamli bir azalma goriilmistir. VEGF, VEGFR1 ve VEGFR2 gen -ekspresyonlar
indometazin ile iilser olusturulan grupta, 18 mg/kg oleuropeinin 6n tedavi olarak verilen gruba
gore anlaml seviyede diigiik bulunmustur. 18 mg/kg oleuropeinin uygulandig: sicanlar ile
kontrol grubundaki siganlar arasinda VEGF, VEGFR1 ve VEGFR2 gen ekspresyon
diizeylerinde anlamli bir fark goriilmemistir. Midenin makroskobik ve histolojik
incelemelerinde de gordiiglimiiz gibi yiiksek doz oleuropein mide koruyu etki géstermistir. Bu
sonuglar iilser iyilesme mekanizmalarindan olan epitel hiicre yenilenmesi ve vaskiiler
gecirgenlik ile doku beslenmesi siireclerinde EGF, EGFR, VEGF, VEGFR1 ve VEGFR2

genlerinin bazal seviyelerinin korunmasi ile agiklanabilir. VEGFR1 geni susturulmus
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farelerde yapilan ¢alismada VEGFRI1 sinyalinin EGF ekpresyonunu arttirarak {iilser
iyilesmesini ve anjiyogenezi arttirdigr bulunmustur (Sato T, 2014). Sato T. ve ark. aspirin
tedavisinin iilser graniilasyon tabakasinda VEGF ekpreyonunda azalmaya neden oldugu
belirtmistir (Sato ve ark. 2013). Bizim ¢alismamizdaki indometazin grubunda VEGFR1 gen
ekspreyon seviyesinin kontrol grubuna gore anlamli azalmasi bu c¢alisma ile paraleldir.
Mevcut ¢alismamizin sonuglart géstermistir ki gastrik tilser iyilesmesi ve anjiyogenez EGF ve
VEGF ekspresyonuna ve bu biiylime faktorlerinin instritik tirozin kinaz yolagini aktive
edebilmeleri i¢in reseptorlerinin (EGFR, VEGFR1 ve VEGFR2) ekspreyonuna baglhdir.
Sonug¢ olarak 18 mg/kg oleuropein tedavisi olan sicanlarda bu biiylime faktorlerinin ve

reseptorlerinin bazal ekspresyon seviyelerinin korundugu bulunmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Epidemiyolojik ¢alismalar diyette daha fazla fitokimyasallarin tiiketilmesinin
gastrointestinal sistemin sagligi i¢in 6nemli oldugunu rapor etmistir. Bu calismada zeytin
tiirevi bir fitokimyasal olan oleuropeinin mide koruyucu etkisi ve indometazin ile olusturulan
gastrik iilserin Onlenmesinin altinda yatan mekanizmalar arastirllmistir. Calismamiz
oleuropeinin anti-oksidan ve anti-inflamatuar etki gostererek, anjiyogenezi ve epitel dokuyu
koruyarak gastrik iilsere kars1 korucu etki gosterebilecegini ortaya koymustur.

Indometazinin serbest radikal olusumunu tetikleyerek olusturdugu oksidatif hasarin
profilaktik ajan olarak verilen oleuropein tarafindan baskilandigi bulunmustur. Sonuclar EGF
ve VEGF’in mide korumasi ve gastroduodenal mukozal hasarmm onarimi ve iyilesmesi
siirecinde dnemli bir rol oynadigim gdstermistir. Indometazin ile gastrik hasar olusturulmadan
once verilen oleuropein mide dokusundaki EGF, VEGF ve reseptorlerinin ekspresyonlarinin
indometazin ile baskilanmasini1 6nlemistir. Boylelikle epitel hiicrelerin yenilenme prosesi ve
yeni hiicrelerin beslenmesi i¢in gerekli vaskiilarizasyon mekanizmasi devam ederek mide
korunmasi saglanmigtir. Oleuropein ile oksidatif enzimlerin baskilanmasi, anti-oksidatif
enzimlerinin ise eksprese edilmesi hem biiylime faktorlerinin sentezlenmesinin hem de DNA
hasarinin olugmamasini saglamigtir. Mide koruyucu olarak gérev yapan endojen bir glikozile
protein olan musin mide epitel hiicrelerinden salgilanmaktadir. Musinlerin temel 6zelligi,
jelleri olusturma yetenekleridir. Bu nedenle, jel benzeri salgilarin ¢ogunda kilit bir bilesen
olup, yaglamadan hiicre sinyalizasyonuna ve kimyasal engeller olusturmaya kadar cesitli mide
koruyucu islevler sunarlar. Calismamizda EGF ve EGFR’in ekpresyon seviyelerinin
oleuropein ile korunmasi sonucuna dayanarak bu ¢alismanin devami niteliginde PGE2 ve
musinleri ekpresyon seviyeleri mRNA ve protein diizeyinde arastirilabilir.

Elde ettigimiz veriler oleuropeinin gastrik iilserde iyilesme ve iyilesme siirecinin
hizlandirilmasi igin klinik olarak yararli olabilecegini gostermektedir. 18 mg/kg oleuroepin,
indometazin tarafindan indiiklenen mide hasarin1 6nemli Glgiide inhibe etmistir. Doza bagh
olmaksizin sican midelerinde {ilser olusumuna neden olacak agresif faktorlere karsi
oleuropein koruyucu bir etki gdstermistir. Bu nedenle, oleuropein bu ve diger NSAil'lerin
neden oldugu mide hasarmin 6nlenmesinde yararli olabilir. Oleuropeinin mide koruyucu
etkisinin altinda yatan mekanizma EGF, VEGF ve bu biiylime faktorlerinin reseptorlerindeki

seviyelerin korunmasinin yaninda serbest radikallere karsi gosterdigi antioksidan etki oldugu
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diisiiniilmiistiir. Sonug¢ olarak {ilser modeli olusturulan siganlarda mide epitel hiicre
proliferasyonu ve anjiyogenezin baskilandigi goriiliirken koruyucu ajan olarak oleuropein
verilen sicanlarda EGF, EGFR, VEGF, VEGFR1 ve VEGFR2 seviyelerinin korundugu ve
oleuropeinin antioksidatif etki gosterdigi bulunmustur. Uzun siireli deneyim ve kapsamli
klinik calismalar sonrasinda, oleuropein NSAIl'lerin neden oldugu gastrik iilser lezyonlarmin

tedavisi i¢in aday bir ajan olabilir.
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