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OZET

TNBS ILE OLUSTURULMUS DENEYSEL KOLIT MODELINDE BETA
GLUKANIN ETKIiSI

Tokmak D. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Fizyoloji (Tip)
Yiiksek Lisans Program Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2017

Inflamatuar barsak hastaligi (IBH) patogenezinde, inflamasyon ile beraber oksidatif stres
onemli risk faktorlerindendir. Beta-glukan immiin sistem tiizerine etkileri bilinen, toksik ve
yan etkisi olmayan gli¢lii immiinostimiilatérdiir ve bu konu flizerine ¢ok sayida g¢aligma
gergeklestirilmistir. Trinitrobenzen Siilfonik Asid (TNBS) kolit modeli {izerine beta glukanin
etkilerinin arastirilmasi seklinde gerceklestirilmis bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu bilgiler
1s181inda, ¢alismamizda antioksidan ve anti-inflamatuar mekanizmalar aracilifiyla, beta
glukanin (BG) TNBS koliti tizerindeki etkileri arastirildi. Arastirmada, agirliklar1 250-300g
arasinda degisen toplam 32 Wistar tiirii sigan, sham kontrol (n=8), TNBS (n=8), TNBS-BG+3
(n=8), TNBS-BG+10 (n=8) olmak {iizere 4 deney grubuna ayrildi. Sham grubuna serum
fizyolojik, TNBS grubuna da TNBS kaniille intrarektal olarak anestezi altinda verildi. Sham
kontrol grubuna kolit yapilmadi. TNBS-BG+3 grubuna kolit sonrasi 3 giin boyunca 100
mg/kg dozunda, TNBS-BG+10 grubuna ise kolit 6ncesi 7 giin, kolit sonrasi ise 3 giin boyunca
100 mg/kg dozunda oral gavaj yoluyla intragastrik olarak BG verildi. Kolit, 24 saat ag
birakilmis ve barsaklar1 bosaltilmis siganlara, 8 cm uzunlugindaki bir kaniille anal orifisten %
37°lik etanol iginde ¢Oziinmiis olan 25 mg 2,4,6- trinitrobenzen siilfonik asid (TNBS)
verilmesiyle gergeklestirildi. Kolit olusturulduktan sonraki 3. Giiniin tamamlanmasiyla
hayvanlar sakrifiye edildi ve 10 cm’lik kolon segmenti ¢ikartildi. Longitudinal olarak ikiye
ayrilan kolon segmentleri biyokimyasal ve histopatolojik incelemeye tabi tutuldu. Sonuglarin
istatiksel analizi GraphPad programi kullanilarak yapildi. Beta Glukan, biyokimyasal sonuglar
ve histolojik skorlama ile belirlendigi gibi kolon doku hasarinda belirgin azalmaya neden oldu
(p<0,05). Doku malondialdehid (MDA) seviyeleri TNBS grubunda, Sham Kontrol ve TNBS —
BG+3 ve TNBS —BG+10 grubuna gore anlamli derecede yiiksekti (p<0,05). Bu degerler, BG
ile tedavi edilen si¢anlarda anlamli derecede azaldi (p<0,05). Glutatyon (GSH) enzim
aktivitesi TNBS grubunda sham kontrol ve TNBS+BG gruplarina gore diisiiktii.
Myeloperoksidaz (MPO) enzim aktivitesi ise TNBS grubunda Sham kontrol ve TNBS-BG+3
ve TNBS-BG+10 gruplarina gore yiiksekti. BG tedavisi ile antioksidan enzim aktivitesi de
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TNBS grubuna gore artis gosterdi. Bu artis GSH’de anlamli iken (p<0,05), Katalaz (CAT)
enzim aktivisinde gruplar arasinda anlamli bir degisiklik gozlenmedi. Ayrica BG tedavisi,
kolit sonrast kolon dokusunda meydana gelen myeloperoksidaz (MPO) aktivite artigini da
azaltti. Profilaktik BG etkisi ile kolit olusumunun ardindan hem histolojik hem de
biyokimyasal sonuglarda olumlu yonde degisiklikler saptanmistir. Beta Glukan antioksidan ve
anti-inflamatuar o6zelliklere sahip gozikmektedir. BG ile tedavi, sicanlarda TNBS ile

olusturulan kolitte kolon doku hasarini azaltma potansiyeli tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Anti-inflamatuar, antioksidan, beta glukan, inflamatuar barsak
hastaliklari, kolit.
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ABSTRACT

THE EFFECT OF BETA GLUCAN ON THE EXPERIMENTAL
COLITIS MODEL THAT INDUCED BY TNBS

Tokmak D. Adnan Menderes University, The Institue of Health Science, Department of
Physiology (Medicine) Master Thesis, Aydin, 2017

Oxidative stress and inflammation are considerable risk factors in the pathogenesis of
inflammatory bowell disease (IBD). There are many studies about the effects of anti-
inflamatory and antioxidant of beta glucan (BG), but it has not observed in the form of a study
that conducted to investigate the effects of Trinitrobenzen Sulfonic Asid (TNBS)-induced
colitis model in the rats. In accordance with this information, it is intended to invastigate the
effects of BG through the antioxidant and anti-inflammatory mechanisms in TNBS-induced
colitis. In the research, for a total of 32 rats which weights ranging from 250-300 g, divide
into 4 experimental groups as sham control (n=8), TNBS (n=8), TNBS-BG+3 (n=8), and
TNBS-BG+10 (n=8). Saline was given to the Sham group and TNBS was given to the colitis
group with canula as intrarectal under anesthesia. BG was given to the BG+3 3 days after
creating colitis dose of 100 mg/kg intrarectally. BG was given to the BG+10 7 days before
colitis and 3 days after creating colitis dose of 100 mg/kg intrarectally. After fasting the
animals overnight and emptying the colons on the morning of experiment, inflammation was
induced in the colon by the intrarectal administration of 0,8 ml of a 25 mg 2,4,6-
trinitrobenzen sulfonic acid (TNBS) dissolved in 37 % ethanol using an 8 cm-long cannula
under anesthesia. Animals were sacrificed on day 4. after induction of colitis and the last 10
cm of the colon was excised, opened longitudinally. Longitudinal colon segments were
subjected to biochemical and histopathological examination. Statistical analyses of data were
carried out using the GraphPad program. BG caused a significant decrease in intestinal injury
as determined by the biochemical results and histological scores (p<0.05). Tissue
malondialdehyde (MDA) levels were higher in the TNBS group than in the Sham and TNBS-
BG groups (p<0.05). These values were reduced in the rats treated with BG (p <0.05).
Glutathione (GSH) enzyme activity was lower in the TNBS group compared to sham control
and TNBS-BG groups. Myeloperoxidase (MPO) enzyme activity was lower in the sham
control group compared to TNBS group. Antioxidant enzyme activities were increased by BG

treatment compared to TNBS group. While the increase in GSH activity was significant

Xiv



(p<0,05). And any significant change wasnt observed between the groups in the catalase
(CAT) enzyme activity. In addition, treatment with BG also reduced elevations in
myeloperoxidase (MPO) activity occuring in colonic tissue after induction of colitis. Beta
Glucan seems to have anti-inflammatory and antioxidant properties. Therapy with BG carries

a potential to reduce the intestinal injury on TNBS-induced colitis in rats.

Key words: Anti-inflamatory, antioksidan, beta glucan, inflamatory bowel disease, colitis.
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1. GIRIS

Inflamatuar bagirsak hastalign (IBH) etyolojisi tam olarak bilinmemekle beraber
genetik, ¢evresel ve immiinolojik nedenlerin ortaya cikardigi, klinik olarak cok c¢esitli
sekillerde rastlanilan bir hastalik grubudur. IBH gastrointestinal sistem {izerinde biiyiik etkisi
olan kronik, yaygin, tekrarlayici gastrointestinal inflamasyonla kareketerize; intestinal ve
ekstra intestinal tutulumla klinik gidis gosteren sindirim sisteminin sistemik bir hastaligidir.

(Petronis ve Petroniene, 2000).

IBH patogenezi, bir ¢ok faktdre bagli olmasina ragmen genetik, enfeksiyoz ajanlar,
immun sistem aktivasyonu (nétrofil infiltrasyonu ve proinflamatuar mediatorlerin asirt
yapimi) gibi faktorlerin etkili oldugu siiregte intestinal epitel dokusu hasar goriir (Ardizzone
ve Bianchi, 2002). Bu faktdrlerin yamisira IBH’nin patogenezinde serbest oksijen
radikallerinin (SOR) kolitide kapsayan bir ¢ok inflamatuar hastalik gurubunda doku hasarinin
artmasinda etkisi saptanmistir (Norris ve ark, 1982; Selve, 1992; Liu ve ark, 2003). IBH de
meydana gelen mukozal hasar, barsak mukozasina 16kosit gogiine neden olur. Lokosit
(notrofil ve makrofaj) infiltrasyonu sonucu mukozada oksidatif hasar artar ve proinflamatur
sitokin (TNF-a, IL1, IL6) salinimu ile birlikte 16kosit gog¢iindeki artis bir kisir dongiiye
doniisiir (Podolsky, 2002). Ayrica IBH’de nétrofil ve makrofajlarin etki mekanizmasi
sirasinda olusturdugu serbest oksijen radikallerinin yanisira nitrojen metabolitleri, sitotoksik
proteinler, litik enzimler gibi aract maddeler salgilanmasida kolon doku hasarina yol

acmaktadir (Yavuz ve ark,1999; Grisham ve ark, 1991).

Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve peroksidazlar gibi enzimler ve
indirgenmis glutatyon (GSH) gibi ¢esitli serbest radikal temizliyicileri intraselliiler savunma
sistemlerini  olustururlar. Bu antioksidan savunma sistemleri serbest radikallerin

olusturabilecegi doku hasarini en az seviyede olmasini saglamakla gorevlidirler (Valko ve

ark, 2007).

Intestinal sistemde immiin hiicresel yanit1 ortaya ¢ikaran bazi bilesikler kullanmlmustir.
Bu bilesikler, asetik asit (Terzioglu ve ark, 1997), dinitroklorobenzen (DNCB) veya 2,4,6-
trinitrobenzen sulfonik asid (TNBS) (Norris ve ark, 1982; Selve, 1992). Deneyesel kolit
modeli olarak TNBS ile olusturulmus kolit, yaygin kullanima sahiptir. Bu yaygin kullanimin
sebebi insan IBH’sine benzerligi ve aynm zamanda ilag etkilerinin gdzlenmesinde de etkin bir

sekilde uygulamalarda kullanilmaktadir. Bu deneysel modelin karekteristik 6zelligi, oksidatif



stres ve polimorfoniikleer hiicrelerin mukozaya infiltrasyonu sonucu meydana gelmektedir.
Kolon mukozasinda olusan bu reaksiyonlarda TNBS askorbat tarafindan siiperoksit anyonu
(O7) ve hidrojen peroksit (H,0;) olusturacak sekilde yikima ugratilir (Morris ve ark, 1989;
Grisham ve ark, 1991, Southey ve ark, 1997).

Kolitin Onlenmesi amaciyla g¢esitli antioksidan ajanlar kullanilmaktadir. Bu
antioksidan ajanlar, E vitamini ve selenyum, N-asetilsistein (Nosal’ova ve ark, 2000),
askorbat (Simmonds ve ark, 1999), Caffeic Acid Phenethly Ester (CAPE) (Ek ve ark, 2008),
melatonin (Pentney ve Bubenik, 1995), Beta-glukan’1 (Sandvik ve ark, 2009), kapsayan bir
¢ok antioksidan kullanilmstir.

Beta glukanlar (BG); ekmek mayasinin hiicre (Saccharomyces cerevisiae) duvarindan
elde edilen glukoz polimerleridir ve temel besin maddesi olan tahillarin ana yapisini olusturur
(Jamas ve ark, 1990). Beta-glukan immiin sistem tiizerine etkileri bilinen, toksik ve yan etkisi
olmayan gii¢lii immiinostimiilator olarak tanimlanmaktadir (Bedirli ve ark, 2003). B-glukanin
antioksidan ve organ koruyucu o6zelliginin de oldugu gosterilmistir (Sandvik ve ark, 2007).
Bunun diginda; tiimor gelisiminin inhibisyonu, antibakteriyal, antiviral, antifungal ve anti
parazitik etki, sitokin {retiminin tetiklenmesi, lipid disiiriicii 6zellik, radyasyona karsi
koruyucu etki, yara iyilesmesini hizlandiric1 ve hematopoetik etkileri yapilan caligmalarda
bildirilmistir. (Onderdonk ve ark, 1992; Bell ve ark, 1999; Vetvicka ve ark, 2002; Wei ve ark,
2002; Gu ve ark, 2005).

Bu ¢alisgmada TNBS ile olusturulmus deneysel kolit modelinde, gastrik gavaj ile
verilen beta-glukan’in TNBS koliti tizerindeki antioksidan ve anti-inflamatuar etkilerini,
dokudaki MDA, MPO, CAT, GSH, diizeylerini dlgerek arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Inflamatuar Bagirsak Hastahklar1 (iIBH)

Ulseratif Kolit (UK) ve Crohn Hastalig1 (CH) Inflamatuar bagirsak hastaliklar1 (IBH)
catis1 altinda toplanir. UK ve CH, Klinik seyirleri ve ayni1 tedavi ydntemlerine cevap verme
sekilleri agisindan benzer olmalarina ragmen; komplikasyonlar1 barsagin farkli bolgelerine
lokalize olmasi1 bakimindan birbirinden ayrilir (Gasche ve ark, 2000; Téziin 2002). UK ve CH
ayirict tamisinda yaygin olarak kullanilan endoskopik incelemeler ve goriintiileme
yontemleridir (Goldman, 2006).

IBHnin normal flora ortaminda mukozal epitel bariyerin bozulmasi nedeniyle
mukozal immiin sistem uygunsuz ve siiregen bigimde aktive olur. Bu aktivasyon sonucu her
iki hastalik grubunda da belirgin anormal immun cevap gelisir (Yiicesoy, 2005). Bu cevap
immun sistemin yabancit maddeleri yakalama noktasinda barsaktaki yiyecek, bakteri ve diger
maddeleri ayirt edemeyerek barsak hiicrelerine hiicum eder. Organizma bu siirecte 16kositleri
kronik inflamasyonun meydana geldigi yer olan barsak i¢ tabakalarmna (lamina propria,

submukoza..vb) gonderir (Kaymakoglu, 2001).

2.1.1. Crohn Hastahg

Crohn hastaligi, sindirim kanalinda agizdan aniise kadar herhangi bir bolgeyi
etkileyebilir. En sik tutulum gosterdigi yer terminal ileum ve sag kolonunda etkilendigi
ileokolonik bolgedir. Kesin olmamakla birlikte, ileum ve ¢ekumda hastalik (hastalarin %40°1),
sadece ince barsakta (hastalarin %30’u) ve kolona lokalize hastalik (hastalarin %25)
olusturacak sekilde CH barsakta dagilim gosterir. Hastalikli segmentler arasinda saglikli
alanlarda bulunabilir. CH’de intestinal inflamasyon (lenfosit, plazma hiicreleri, polimorf
niiveli 16kositler ve eozinofilik infiltrasyon) intestinal tim tabakalar1 (mukoza, submukoza,
miskiiler, seroza) tutar ve segmantaldir. (Chambers ve Morson, 1979, Goldman, 2006).
Hastaligin seyrini tutulum yeri, yayginligi ve ekstraintestinal tutulum gosteren organlarin
miktar1 gibi etmenler belirler. Semptomlardan en ¢ok karsilasilanlari arasinda abdomende sag
alt kadran agrisi, kitle ve ishaldir. Bununla beraber barsak liimeninde daralma gelistiginde ani
baslayan kolik tarzda agri, bulanti, kusma da semptomlar arasinda yer alir. Hastalarin biiyiik
cogunlugunda %70-90’inda ishal goriiliir. Rektum tutulumuda mevcutsa sik araliklarla ve az

miktarda tenezmle birlikte kanli diare goriilir. UK’ye nazaran CH’de kanli diski1 daha



enderdir (William, 1999). CH’de ve UK’de barsak dis1 bulgulara rastlanabilir. Genel olarak
gozler, cilt veya eklemlerde iltithaplanma ile ¢ocuklarda biiylime ve gelisme geriligi olarak

siralanabilir (Geboes ve Hertogh, 2003).

Crohn hastalig1 genellikle inflamatuar, penetran ve stenozan olmak iizere 3 farkli
sekilde siniflandirilir. Karin agrisi, ates ve ishal genellikle inflamatuar formda en belirgindir.
Stenozan formda ise ¢ogunlukla barsak tikanmasi gelisebilecegi gibi bu ii¢ form arasinda
donem donem farkli siddetlerde gecisler gozlenebilir. Bu klinik formlar keskin bir sinirla
ayrilamazlar. Stenozan bir segmentte ayni anda inflamatuar aktivite ve penetran bir tabloda
gozlemlenebilir (Kaymakoglu, 2001; Lichtenstein ve ark, 2009). Crohn hastaliginin
tedavisinde aminosalisilatlar (5-ASA), steroidler, immun modiilatérler (azatioprin, 6-MP ve
metotrexat), antibiyotikler ve inflixamab gibi biyolojik tedaviler kullanilir. Crohn hastalarinda
ilaglar semptomlarin kontroliinde yeterli gelmediginde cerrahi tedavi uygulanmaktadir. Crohn

hastalarinin 2/3-3/4’tine cerrahi yontemler uygulanmaktadir ( Sutherland ve ark, 1991).

2.1.2. Ulseratif Kolit

Ulseratif kolit, kalin barsagin kronik ve tekrarlayict inflamatuar bir hastaligidir. Genel
olarak inflamasyon kolon mukozasindaki rektumda baslar ve proksimale dogru kesintisiz
ilerleme ile tiim kolon segmentlerine dogru tutlum gosterebilir. Mukozay1 atlamadan tutan bir
hastalik olarak go6zlemlenir (Ordas ve ark, 2012). Biitiin diinyada goriilen bu hastaligin
dagilim 1rklara ve cografi bolgelere gore farklilik gostermektedir. UK herhangi bir yasta
ortaya cikabilir. En ¢ok 30’Iu yas gurubunda goriiliir ve yasliliktada tekrarlayabilir ( Boztas,
2003). Ulseratif kolitin ana belirtileri kanli mukuslu diyare, tenezm (disk1 yokken tuvalete
gitme hissi) ve karin agrisidir (Aktan,1988). Mukozadaki inflamasyonun derecesine bagl
olarak Kkilo kaybi, halsizlik ve anemi goézlenebilir (Konduk ve Hiilagii, 2005). Cocuklarda
biiyiime ve gelisme geriligine neden olabilir. Ulseratif kolit, deri lezyonlari, eklem agris1, goz
inflamasyonu ve karaciger hastaliklar1 ile birlikte goriilebilir. (Hildebrand ve ark,1994).
Ulseratif kolit kolon mukozasindaki inflamasyonun kolonda tuttugu bdlgelere gore
smiflandirilir. Sadece rektumun (distal 12 cm’lik kisim) tutulmasi dlseratif proktit (%30),
inflamasyonun splenik fleksuraya kadar devamlilik gostermesi sol taraf koliti (%40) ve
transvers kolon ve Otesinin tutulmasi veya tiim kolonun etkilenmesi pankolit (%30) olarak
adlandirilir (Tozun ve ark, 2009; Nak, 2009). Bunlarin disinda fulminan tip kolit mevcuttur.

Siddetli sanciya, asir1 ishale ve bunun sonucunda da ciddi tablolara yol agar. Bu kolitin ender



rastlanan ve hayati tehlike olusturan tiiriidiir (Boztas,2003). Ulseratif kolit genel olarak kalin
barsakta goriilmesine karsin, tiim kolonun tutuldugu vakalarda terminal ileumun son kisminda
ilogekal kapaktan reflii olan diyare seklindeki diskidan dolayr inflamasyon gelisir. Bu
inflamasyona “back-wash ileitis’’(geriye tagsma ileitis) olarak adlandirilir geri donistimlidiir.
Ulseratif kolitin aktivite siddetini belirlemek icin’’Truelove-Witts’’klinik aktivite indeksi

gelistirilmistir. (Boztas, 2003). Ulseratif kolitte klinik semptomlar tabloda yer almaktadir.

Tablo 1: Ulseratif kolitte Truelove ve Witts Klinik aktivite kriterleri (Boztas (2003)’den
modifiye edilmistir)

Semptom Hafif Orta Ciddi

Ishal say1s1/ giin <4 >4 >6

Diskida kan Az Orta Cok

Ates Normal Normal >37,5
Tagikardi Yok Yok Nabi1z>90/dk
Anemi Yok Hafif 10gr/dl
Sedimantasyon Normal <30mml/sa >30mm/sa

Ulseratif kolitin komplikasyonlar1 derin iilserasyonlar sonucu siddetli kanama, barsak
perforasyonu, ciddi abdominal sislik ve normal ilag¢ tedavilerine hasta yanitinin yetersiz
olmasidir. Kolon kanseri gelisimi acisindan yiiksek risk tagirlar. Kanser gelisimini etkileyen
faktorler arasinda; kolonik tutulumun yayginligi, hastaligin siiresi, siddeti ve genetik

faktorlerin rolil oldugu diisiiniilmektedir.(Nak, 2009)

Ulseratif kolitte tedavinin amaci semptomlarin diizelmesini saglamak, yangmin
azaltilmasi ile remisyonun siirekliliginin saglanmasidir. UK’de kullanilan dort ana gurup ilag;
aminosalisilatlar (5-ASA), steroidler, immun modifikatorler (azatioprin,6-MP ve metotrexat),
antibiyotiklerdir. Tibbi tedavi ile basar1 saglanamayan hastalarda cerrahi tedavi uygulanir.
Cerrahiden sonra tekrarlayabilen CH’nin tersine UK, cerrahi uygulanan hastalarda genellikle
tekrarlamaz (Rutgeerts, 1998).

2.2. Inflamatuar Barsak Hastah@inda Epidemiyoloji

Genetik, cevresel, immiinolojik etkenlerin sebep oldugu IBH’ nin nedeni tam olarak
bilinememektedir (Cromer ve ark, 2011). IBH genellikle Kuzey Amerika, Avrupa’nin Kuzeyi
ve Avusturalya’da sik rastlanilmaktadir. Kuzey Amerika’da insidans1 6-16/100.000
arasindadir. Prevalans1 38-246/100.000 kisidir. Asya, Afrika ve Latin Amerika’daki insidans



0,6-6/100.000 olarak tespit edilmistir (Loftus, 2004). Diisiik insidansli bolgelerde IBH
goriilme sikligindaki artig tam olarak bilinmemesine karsin tani olanaklarinin artmasi, yasam

tarzi, genetik ve ¢evresel etmenlerin degisikliklerine bagli olabilir (Cosnes ve ark, 2011).

Inflamatuar barsak hastaliklar1 siklikla 15-30 yaslarinda goriiliir (Loftus, 2004). IBH
heriki cinste yaklasik olarak esit oranda goriilmekle beraber UK erkeklerde, CH kadinlarda
daha fazla goriiliir. IBH gelir ve egitim diizeyi yiiksek, sedanter bir yasam tarzi olan veya
kapali ortamlarda ¢alisanlarda daha sik ortaya ¢ikmakta olup fizksel olarak aktif olmanin ve
egzersizin koruyucu etki ettigi bildirilmistir (Nazhigiil, 2005). Tiirkiye’de yapilan 12 merkezin
birlikte yaptigi bir calismada 661 {ilseratif kolit ve 216 crohn hastali§i tanimlanmustir.
Ulseratif kolit insidanst 4.4/100.000, crohn insidanst 2.2/100.000 olarak bildirilmistir.
Tiirkiyede bildirilen bu sikliklar gelismis ilkelere gore diisiik saptansa da Asya’dan daha
fazladir (Dagli, 2014).

IBH’nin son zamanlarda artis gdstermesinde predispozan faktdr olarak beslenme
rejiminin de etkisi oldugu diistiniilmektedir. Yaygin olarak tercih edilen (fast-food) yeme
aliskanlig1, islenmis sekerli yiyecekler, yanmis yaglarin tekrar kullanilmasi, hazir
yiyeceklerde bulunan katki maddeleri, tatlandiricilar, meyve ve sebze tiikketiminin azalmasi
IBH gelisme riskini artirmaktadir (Andres ve Friedman, 1999; Kirsner, 2001 ). Yapilan
populasyona dayali, olgu kontrollii calismada cikolata ve kola tiiketiminin UK ve CH igin
risk faktdrii olabilecegi saptannustir. IBH’de sigara en iyi tammlanmus risk faktorlerinden biri
olup, crohn hastaligi riskini artirirken iilseratif kolit riskini azaltir (Dagli, 2014). Anne siitii ile
beslenmenin IBH’ye karsi koruyucu olup olmadig1 net olarak bilinmemekle beraber, anne
siitlinlin bebegi immiin bir¢ok hastaliktan korudugu, ayn1 zamanda IBH gelisme riskinide
azaltabilecegi diisiiniilmiistiir. Bir¢cok c¢alisma bu teoriyi desteklerken aksi yonde de ¢ok

sayida ¢alisma mevcuttur. (Molodecky ve Kaplan, 2010).

Gelismis lilkelerde daha fazla rastlanilan inflamatuar barsak hastaligir son 50 yilda az
gelismis llkelerde saniyelesmenin artmasiyla birlikte hastaligin artis gostermesi, c¢evresel
etkenlerin 6nemini gdstermektedir. Ozellikle tasra bolgelere gore sehir de yasayanlarda daha
sik rastlanilmaktadir. Biitiin bu etkenlere bagli olarak sehirlesme, hava kirliligi, giines 1s18ina
maruz kalma, endiistriyel kimyasallar gibi etkenler IBH olusumunu arttirdign ileri

stiriilmektedir (Hanauer, 2006).



2.3. Inflamatuar Barsak Hastaliginda Etyoloji ve Patogenez

IBH etyopatogenezinde birgok faktdér rol oynamaktadir. Ana etkenler; cevresel
faktorler, genetik yatkinlik bagirsak mikroflorasi ve bu kosullara bagli ortaya c¢ikan
immiinolojik cevaptaki degisikliklerin birbiriyle etkilesimi sonucu IBH’nin gelisiminde rol
aldig1 distiniilmektedir (Kaser ve ark; 2010).

Etyolojisi tam aydinlatilamayan IBH ‘nin patogenezinde 1950 sonrasinda yapilan
genetik ve immiinolojik ¢alismalar sayesinde anlasilmaya ¢alisilmistir (Laharie ve ark, 2001).
Yapilan son ¢aligsmalarda elde edilen bilgiler 1s1ginda, immiin sistemin mediatorlerinde veya
intestinal bariyer fonksiyonlarindaki bozukluk gibi nedenlerle, gereginden fazla inflamatuar
bakteri {irtinleri ile karsi karsiya kalmasi sonucu, immiin sistemin normal baskilamasini
yapamayarak, viicudun kendi normal florasina karsi anormal immiin yanit gelistirmesi olarak
gosterilmistir (Blumberg ve Straber, 2001). Insanlarda yapilan genetik galigmalarda genetik
faktorlerin IBH patogenezinde etkili bir yeri oldugunu gostermistir. Inflamatuar barsak
hastalig1 olan bireylerin birinci derece akrabalarinda hastaligin gelismesi 4 ila 20 kat artmistir
(Orholm ve ark, 1991; Podolsky, 2002). Monozigot ikizlerde hastaligin insidansi artmustir.
CH’nin tek yumurta ikizlerindeki birlikteligi %30-60 iken c¢ift yumurta ikizlerindeki
birlikteligi %4 tiir. Bu oran UK’de tek yumurta iKizlerinde birlikte hastalik oran1 %13, cift
yumurta ikizlerinde %2 bulunmustur (Tysk ve ark, 1988; Jewell, 2002). CH’de genetik
faktoriin rolii daha belirgin oldugu goriilmiistiir. CH’den kesin olmamakla birlikte sorumlu
oldugu diisiiniilen 16. kromozomdaki genin stoplazmik bir protein olan NOD2 (Niicleotide-
binding oligomerzation domain-containing protein) veya CARD-15 (Caspase recruitment
domain-containing protein) kodlayan gen hattinda mutasyon oldugu disiiniilmektedir
(Podolsky, 2002; Martins ve Peppercorn, 2004). inflamatuar barsak hastalig: ile ilgili yapilan
caligmalarda, tek etken NOD2 yolunun bozuk regiilasyonunun, barsak inflamasyonunu
uyarmak i¢in yeterli olmadigi, NOD2 mutasyonu tagiyan hastalarda CH gelismesi i¢in bagka
faktorlerinde gerekli oldugunu bildirilmistir. Hastaligin yaygmligi, siddeti ve uygulanan
tedaviye verilen cevabi etkileyen genlerinde farkli olabilecegi diistiniilmektedir. (Tysk ve ark,
1988). Sonug olarak neden olan uyaran ne olursa olsun inflamatuar yanit tetiklenmektedir.
Makrofajlardan salinan sitokinler T hiicrelerini sitotoksik hale getirerek g¢ogalmalarini
uyarmaktadir. Bu yanit 6zellikle yardimeir T ve B hiicrelerini uyarilmasini saglar, bu nedenle
hem spesifik olmayan sitotoksik etkiyi hem de 6zgiil antikor yapimini ¢ogaltarak, antikora
bagimli sitotoksisiteyi agreve etmektedir. Gelisen bu mekanizmalarin sonucunda lenfositlerle

birlikte diger 16kositlerinde olusan savunma mekanizmasina dahil olmasiyla arasidonik asit



metabolizmasindaki iiriinler ve olusan serbest oksijen radikalleri sebebiyle doku yikimi gelisir
(Asik, 1998). Serbest oksijen radikalleri (SOR) kolon epitel dokusunda bulunan koruyucu
tabakay1 bozarak mukozal bariyerin yikilmasina katkida bulunur. Lamina propriaya l6kosit
infiltrasyonu ve bakteriyel toksinlerin gegisine sebep olur. Lokosit infiltrasyonu ile SOR’un
tiretimini daha da arttirarak, meydana gelen hasara katkida bulunmaktadir. Deneysel kolitte
SOR’un ortadan kaldirilmasi ile doku harabiyetinin azaldigi gosterilmistir (Grisham ve
Granger, 1988). Serbest oksijen radikalleri lipid membran peroksidasyonu, protein ve
DNA’da hasar yaparak hiicre ve dokularda bozulmalara yol acar. inflamasyonlu dokuda
notrofil migrasyonu, MPO enziminin’de etkisiyle gii¢lii sitotoksik oksidanlarin ortaya
cikmasimi kolaylastirir ( Girgin ve ark, 2000). Hiicre membranin yapisinda yer alan
poliansatiire yag asitleri bu serbest oksijen radikalleri ile hizla reaksiyona girerek lipid
peroksidasyonuna neden olurlar (Haliwell, 1989; Karihtala ve Soini, 2007). Reaksiyon
zincirleri ile lipid peroksil radikalleri; hidroperoksidlere, hidroperoksidlerde hiicre ve dokular
icin ¢ok zararli olan aldehitlere doniisiir. Genel olarak aldehidler arasinda bilinen en ¢ok
MDA’dir. Bir dokuda MDA seviyesinin artmasi serbest oksijen radikallerinin meydana
getirmis oldugu doku yikiminin arttiginin bir gostergesidir (Slater, 1984). Hiicrelerin enerji
metabolizmalarinda meydana gelen bozulmalar doku hasarinin olusumu ve gelisiminde
onemli olabilir. IBH’nin patogenezinde oksijen radikallerinin etkisi ve antioksidan tedavinin

uygulanmas1 dogru bir yaklagim olabileceginin gostergesidir (Mckenzie ve ark, 1996).

Tablo 2: iBH ile iliskili ¢evresel risk faktorleri (Dagl1,2014’den modifiye edilmistir.)

Sigara Kullanimi Diyet Faktorleri
Apendektomi Rafine Seker
Oral kontraseptifler Margarin
Erken Cocukluktaki Faktorler Cikolata

Anne siitiinii erken birakma Kolali igecekler
Pasif sigara igiciligi

Hijyen

Enfeksiyonlar

Tablo 2’de tanimlanan cevresel faktorler arasinda IBH iizerine en etkili olan faktorler
sigara ve apendektomidir (Loftus, 2004). Erken apendektominin tam olarak sebebi
bilinmesede UK insidansini azalttig1 belirtilmistir (Anderson ve ark, 2001). Apendektomi UK
gelismine kars1 koruyucu bir faktér oldugu one siiriilmektedir. Apendektominin koruyucu

etkisi biiyiik olasilikla immiin sistemde meydana gelen fonksiyonel degisiklik nedeniyle,



barsagin mukozal immiin sistemini etkileyerek UK gelisme riskini azaltirken CH gelisme

riskini artirabilecegi gdzlemlenmistir (Dagli, 2014).

Bilindigi iizere sigara UK icin koruyucu bir rol oynarken CH gelisiminde predispozan
bir faktérdiir (Lindberg ve ark, 1988) Sigaray1 birakma UK ortaya ¢ikisini tetikleyebilir. Bu
olgularda sigaraya baslayinca klinik tablonun diizeldigi, tekrar sigara kesilince hastaligin
ortaya ¢iktig1 gézlenmistir. (Rubin ve Hanauer, 2000). Sigaranin bu etkiyi kolon mukozasinda
kan akiminin azalmasina neden olarak mukozal permeabiliteyi diisiirdiigiine dair bulgular
vardir (Artmitage ve ark, 2004). Nonsteroid anti inflamatuar ilaglar IBH’de alevlenmeye yol
actig1 belirlenmistir. Bu etkiyi barsak gecirgenligini artirarak yaptigi diistiniilmektedir
(Yicesoy, 2005).

Kesin olmamakla birlikte diyet, perinatal ve cocukluk infeksiyonlar1 veya tipik
olmayan mikobakteriyel infeksiyonlar ve oral kontraseptifler gibi bir ¢ok faktdriin IBH nin
gelisiminde rol oynayabilecigi diisiiniilmektedir (Feldman ve ark, 2006). Oral dogum kontrol
haplarinm kullamimi CH igin risk faktdrii oldugu gériisii kuvvetliyken, UK iizerindeki etkisi
net olarak belli degildir. Inflamatuar barsak hastaliginda etkisi oldugu diisiiniilen diger bir
cevresel faktdor olan beslenmenin, siit ve siit iiriinlerinin yogunlukta oldugu diyet ve lifli
besinlerden yoksun bir beslenmenin UK alevlenmesinde etkili oldugu diisiiniilmektedir
(Lukas ve ark, 2006). Arastirmalar 1s1ginda IBH’ye genetik egilimi olan kisilerde bakterilerin

hastalik etkeni olabilecegi one siiriilmektedir (Campieri ve Gionchetti, 2001).

2.4. inflamatuar Barsak Hastahginda Klinik

Inflamatuar barsak hastaliginin klinik bulgular1 genel olarak rektal kanama, abdominal
agri, diyare, ates ve kilo kaybidir (Chidlow ve ark, 2007). CH, gastrointestinal kanalin
herhangi bir boliimiinde tutulum gosterebilirken, yaygin olarak distal ileum ve kolonu

tutmaktadir. UK ise genellikle kolonda tutulum yapmaktadir (Kozuch ve Hanauer, 2008).

UK ve CH’nin karekteristik olarak 6zellikleri asagidaki Tablo 3’de dzetlenmistir.



Tablo 3: Ulseratif kolit ve Crohn hastaligimin karekteristik dzellikleri (Inflamatuar Barsak
Hastalig1), (Baran ve Kaymakoglu, (2014)

Ulseratif Kolit Crohn Hastahi
Tutulum Kolon Atlamali tutulum
Histolojik Ozellikler Mukoza/Submukoza tutulumu Transmural graniilomlar,
Kript abseleri Aftoz tilserler
yiizeyel iilserler
Endoskopik Ozellikler Mukozal frajilite Kaldirim tag1 manzarasi
Psodopolipler Aftdz ve derin iilserler
Haustralarin kaybi Darlik, fistiil
Tipik Semptomlar Rektal kanama, kanli diyare Karn agrisi, diyare, ates
Karm agrisi, kilo kaybi kilo kaybi, darlik veya fistiile
bagl semptomlar

IBH’de ekstraintestinal bulgularda gozlenmektedir. Bunlardan yaygin goriilenler
karaciger, kemik, eklem, deri ve gozlerde rastlanmaktadir (Martins ve Peppercorn, 2004).
Ekstraintestinal bulgular genellikle hastaliktan 6nce tani konur. Periferal artrit, eritema
nodosum ve episklerit, hastaligin aktivitesi ile beraber goriilmekte olup sakroileit, ankilozan
spondilit, pyoderma gangrenozum, anterior iiveit ile hastalik aktivitesi arasinda bir korelasyon

gozlenmemistir (Williams ve ark, 2008 ).

Hastalarda CH ve UK olarak dogru bir sekilde tan1 konulmasi tedavinin cerrahi veya

medikal yontemlerden hangisinin uygulanacagini belirler (Martins ve Peppercorn, 2004).

Ozellikle CH’de gozlenen transmural inflamasyonlar, fistiil, fissiir ve obstriiksiyon
gelismesine sebep olabilir. Fistiiller, iki barsak kivrimi arasinda, barsak ile cilt arasinda veya
barsak ile diger organlar arasinda (Orn: safrakesesi) gorillen normal dis1 (kanallar)

rastlanilmaktadir (Stebbing ve ark, 1995).

2.5. inflamatuar Barsak Hastaliklarimin Tedavisi

IBH’de inflamasyonun azaltilmasi, semptomlarin (bulanti, kusma, ishal ve karmn
agrisi, vb) hafifletilmesi ve iyilestirilmesi remisyonun saglanarak idame ettirilmesi, ayni
zamanda beslenmenin diizeltilmesi IBH tedavisindeki temel amaglardir (Kaymakoglu, 2001).
IBHnin kapsamli olarak bakima ihtiya¢ duyduklar1 tespit edilmistir. Bunun nedeni
giiniimiizde mevcut tedavi yontemleriyle IBH’nin tamamen iyilestirilmesi ve ataklarin
tekrarlamas1 6nlenememektedir. Bu yiizden IBH bireyin yasamimi psikososyal ve bir ¢ok

acidan genis ¢apli olumsuz etkilemektedir. Tedavinin de bireyin ihtiyac1 dogrultusunda barsak
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hastaliginin kontrol altina alinmasi, beslenme, barsak dis1 tutulumlari mevcutsa uygun tedavi
modiilleri ve psikososyal destegide icine alan multidisipliner yaklasimli olmalidir. IBH nin
medikal tedavisinde genel prensip olarak hafif ve orta siddette koliti olan hastalarda
aminosalisilatlar, hastaligin  alevlendigi  donemlerde  genellikle  kortikosteroidler
kullanilmaktadir (Podolsky, 2002; Serbetgioglu, 2004). Tedavide kullanilan aminosalisilatlar
ve Kkortikosteroidlerden yanit alimamazsa kuvvetli immiinomodilatér olan siklosporin
kullanilir. Medikal tedavinin yeterli olmadig1 durumlarda cerrahiye basvurulur (Oktay, 2001,
Boztas, 2003).

2.5.1. Nutrisyonel Tedavi

Beslenme yetersizligi, CH’de UK’e nazaran daha fazla gozlenmektedir. Bunun sebebi
CH’de yaygin ince bagirsak tutulumu varsa ya da cerrahi ile hasarli boliimii ¢ikarilmig ise
malniitrisyon onemli bir sorun teskil eder. Ozellikle katabolizma artis1 gdzlenen ciddi
vakalarda da beslenme 6nem kazanmaktadir. Beslenme yetersizliginin diizeltilmesinde destek
tedavi olarak (invaziv) damar yoluyla ya da 0Ozel diyet formiilleri, enteral yolla
uygulanabilmektedir (Gtlilsen, 2002). Hastalarda eksikligi belirlenen gidalar, esansiyel yag
asitleri, balik yagi, vitamin ve minareller (demir, folik asit, B12 vitamini, D vitamini) ile
yapilan diyet desteginin hastaligin aktivitesini azaltarak fayda saglanabilecegi gozlenmistir
(Saverymutta ve ark, 1985; Stenson, 1990; Belluzzi ve ark 1996). iBH’nin alevlenme
doéneminde gaz, kramp ve ishal gibi semptomlari artirabilecegi igin siit, ¢ig sebze ve meyveler
tilketilmemelidir. Ayrica alkol, kahve, soda, sorbitol igeren iiriinler ve baharatsiz besinlerde

tiikketmemeye onem verilmelidir (Giilsen, 2002).

2.5.2. Medikal Tedavi
2.5.2.1. Aminosalisilatlar

Bu grup ilaglar, UK ve CH’de remisyon saglanmasinda ve idame ettirilmesinde temel
basamagi olusturur (Martins ve Peppercorn, 2004). Bolgesel ya da oral olarak
kullanilmaktadir (Oktay, 2001). Sulfasalazin, sulfapiridin ve 5 aminosalisilik asitten (5-ASA)
olugsmaktadir. Kolonda bakteriyel flora tarafindan bagin parcalanmasiyla 5-ASA salinmakta
ve lokal olarak inflamasyonu azaltmaktadir (Peppercorn ve Goldman, 1972; Martins ve
Peppercorn, 2004). Sulfasalazin’in 5-ASA’dan kaynaklanan, prostoglandinlerin 16kotrienlerin

tiretimini, kemotaksisi engellemesi ve ayni zamanda oksijen radikallerini yakalama 6zelligiyle
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anti-inflamatuar etki gostermektedir (Martins ve Peppercorn, 2004). Sulfapiridin kaynakli
etkiside antibakteriyel olmasidir. Oral olarak alinir, bir boliimii jejenumda emilir geri kalani
kolonda azorediiktaz (bakteriyel kaynakli) enzimi ile sulfapiridin ve 5-ASA’a olusur. 5-ASA
mukozadan emildiginden dolay1 liimen icerisinde lokal tedavi edici etkisi vardir. Sulfapiridin
molekiilleri ise kolondan emilir ve yiiksek serum diizeyine ulasabilir. Sulfasalizin’in yan
etkilerinin bilylik kismi sulfapiridin’den kaynaklanmaktadir. Sulfasalazini tolere edemeyen
%10-%20 hasta gurubunda 5-ASA’ya karsi intolerans gozlenmistir. 5~ASA’nin tek basina
uygulanan formuna meselamin denmektedir (Prantera ve ark, 1999; Goksoy ve Uzunismail,
2001; Martins ve Peppercorn, 2004; Tezel, 2006).

2.5.2.2. Kortikosteroidler

Kortikosteroidlerin immun sisteme etkisi lenfositlerin, monositlerin ve makrofajlarin
cogalmasini, notrofillerin inflamasyonu ve migrasyonunu inhibe eder, bu etkilerinin yanisira
proinflamatuar sitokin (IL1, IL6, TNF-a ) iiretiminin azaltmasi, arasidonik asit olusumunu
Onlemesi gibi etki mekanizmalarina sahiptir (Haderslev ve ark, 2000; Kzouch ve Hanauer,
2008). Kortikosteroidler IBH’nin remisyon olusturmada giiclii bir anti-inflamatuar etkisine
ragmen remisyon idamesinde yeterli degillerdir. (Truelove ve Witts, 1955; Sands, 2000;
Podolsky, 2002). Kortikosteroid tedavisinde bir hafta veya on giin igerisinde yanit
alinabilmektedir. Agizdan ve damar yoluyla kullanilabildigi gibi IBH’nin distal kistmda
olusan patolojilerde enema seklinde de uygulanabilir (Martins ve Peppercorn, 2004). Ciddi
yan etkileri nedeniyle kullanimi sinirhidir. Osteoporoz, miyopati, kilo artisi, viicutta yaygin
O0dem, psikolojik bozukluklar, katarakt gibi yan etkiler uzun siireli kullaniminda

gbzlenmektedir (Boztas, 2003).

2.5.2.3. Immiinomodiilatér (immmiinosupresif) ilaclar

IBH nin tedavisinde ilk amag remisyonun saglanmasi ve idamesidir. Akut ataklarin ilk
tedavi segenegi steroidlerdir. Steroid tedavisine yanit alinmazsa ikinci segenck olarak
immiinosupresif ilaglar kullamlmaktadir (Sandik¢i, 2005). Immiinosupresifler etkilerini

lenfositlerin aktivasyonu ve proliferasyonunu kontrol altina alarak gosterirler (Oktay, 2001).

Azatioprin (AZA), Metatoraksat (MTX), 6 Merkaptopurin (6- MP), Siklosporin (CSA)
gibi immiinosupresif ilaglar yer almaktadir (Oktay, 2001; Uzunismail, 2005; Freidman ve ark,

2007; Kzouch ve Hanauer, 2008).
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2.5.2.4. Cerrahi tedavi

Inflamatuar barsak hastaliklarinda 6nciil tedavi medikal olmakla birlikte bazi
hastalarda cerrahi tedavi birincil secenek olarak secilebilir. Genellikle UK cerrahi
uygulandiktan sonra niiks etmemesi nedeniyle CH’den ayrilir (Gegim, 2005). Ozellikle kanser
olusma riski veya kanserlesmis dokularin varliginda tedavi cerahidir. Gerekli ise UK’li
hastalarda kolonun tiimii ¢ikarilabilir (Oktay, 2001; Carpenter ve ark, 2002; Freidman ve ark,
2007). CH ise daha farkli olarak kalin barsagin yanisira agizdan aniise tiim gastrointestinal
sistemi etkileyebilecegi gibi kolondan farkli olarak ince barsagin yoklugu islevlerinin
kompanse edilemeyen bir organ olmasi nedeniyle ¢ikarilicak olan ince barsagin miktari

minumum seviyede olmalidir (Ge¢im,2005).

2.5.2.5. Yeni tedavi modaliteleri

Inflamatuar siiregte 16kotrienler, prostoglandinler, sitokinler gibi mediatorlere etki
ederek yeni tedavi modaliteleri gelistirilmistir ( Giilsen, 2002). Bunlardan kisa zincirli yag
asiti enemalar1 epitelyal hiicre rejejenerasyonunu olumlu yonde etkiledigi goriilmiistiir.
Yapilan bir ¢alismada UK hastalari iizerinde %90 basar1 saglanmistir (Breuer ve ark, 1997).
Gamma globiilin’in damar yoluyla uygulanmas1 UK ve CH ‘de faydali olduguna dair bulgular
elde edilmistir. Gamma globiilin endotoksinleri ortamdan uzaklastirarak immiin regiilasyona
katkida bulunmustur (Fisher ve Levine, 1990). Antioksidanlar doku harabiyetine neden olan
serbest oksijen radikallerini ortamdan uzaklastirdiklar1 i¢in kullanilmis ve faydali
bulunmuslardir (Salim, 1994). UK’nin sigara icenlerde daha seyrek goriilmesi nedeniyle
nikotin de tedavi amacyila kullanilmigtir. Karsilastirmali bir ¢alismada deriden veya nikotin
sakizi seklinde uygulanmistir. Deriden uygulanan nikotin gurubunda remisyon daha yiiksek
oranda gdzlenmistir (Pullan ve ark, 1994). IBH nin tedavisinde probiyotikler kullanilmustir.
Deneysel calismalarda steril bir cevrede hayvanlarda kolit gelismedigi icin UK olusumunda
bagirsak florasinin rolii olabilicegi diistiniilmiistiir (Giilsen, 2002). Bu ¢alismalarin 1s18inda
enterik kapli E.Coli kapsiiliiniin aktif olmayan UK’de fayda saghdign VSL # 3 (ii¢ cins
bifidobakteri, dért cins loktobasillus ve streptokok saliveryus karisimi) aktif olmayan UK ve
posit tedavisinde kullanilarak olumlu sonuglar alinmistir. Fakat bu calismalarin yani sira
probiyotikler i¢in tedavideki etkinliginin tam olarak belirlenebilmesi igin plesebo- kontrollii

calismalara ihtiya¢ vardir (Sandiket, 2005).
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2.6. Deneysel Kolit Modelleri

IBH’nin etkeni kesin olarak bilinmediginden hastalikta kullanilan tedaviler etkenin
yok edilmesi yoniinde olmayip daha ¢ok inflamasyonu onlemeye yoneliktir. IBH’nin
gelisimindeki etkenlerin aragtirilmasi ve tedavide daha i1yi yaklasimlar olusturmak i¢in bir¢ok
deneysel ¢aligma yapilmaktadir. Bu sebeple bir¢ok deneysel kolit modeli gelistirilmis olup
morfolojik degisiklikler, inflamasyon ve semptomlar bakimindan insandaki kolite benzer
olmas1 amaglanmistir. Insan iIBH’sinin patogenezini arastirmak amaciyla deney hayvanlarinda
farklr ajanlar kullanilarak akut ve kronik inflamasyon modelleri gelistirilmistir (Morris ve ark,

1989; Yamada ve ark, 1993; Zheng ve ark, 2000).

Genis ve yaygin olarak kullanilan kolit modelleri kimyasal ajanlarla indiiklenen
modellerdir. Bu modellerde iritan maddeler luminal olarak (TNBS, asetik asit, oksazolon,
dinitroklorobenzen, iodoasetamid) ya da igme suyuyla (dekstran sodyum siilfat) veya ¢oklu
intramural enjeksiyonla (peptidoglikan, polisakkarid) uygulanarak olusturulur (Fiocchi, 1998;
Ishimaru ve ark, 2008).

2.6.1. Trinitrobenzen Siilfonik Asit (TNBS) Kolit Modeli

TNBS ile olusturulan kolit modeli, deneysel uygulamalarda tercih edilmesinin nedeni
az miktarlarda uygulama ile ¢esitli deney hayvanlarinda insan barsagidaki iIBH’ye benzer
kolit olusturmasi ve deneysel periyodun kisa olmasi gibi ozelliklerinden dolay1 tercih
edilmektedir (Jurjus ve ark, 2004). TNBS kolit olusturulurken etanol iginde ¢oziilerek rektal
yoldan verilirek uygulanir. Etanol’iin etki mekanizmasi mukozadaki epitel bariyerini ortadan
kaldirarak TNBS’nin bagirsak duvarina penetre olmasina yardimci oldugu bilinmektedir
(Morris ve ark, 1989; Neurath ve ark, 1995). Histolojik incelemelerde mukoza ve
submukozada polimorfoniikleer 16kositler, makrofaj, lenfosit, mast hiicreleri ve fibroblastlari
iceren inflamasyona ait komponentlerin oldugu gézlenmistir. Barsak duvarinda kalinlagsmanin
ve iilserlesmenin 8 hafta kadar devam etmesi ile IBH’de kronik kolit gelisiminin anlasilmasi
ve tedavi edici yontemlerin degerlendirilmesinde uygun bir model olarak TNBS tercih edilme
sebeplerindendir. Mukozal immiin sistemin uyarilmasi ile lenfositler ve CD4+T hiicrelerinin
lamina propriaya migrasyonu ile kronik TNBS kolitinde ana rolii oynadigi tespit edilmistir
(Neurath ve ark, 1995; Martin ve ark , 2004).
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2.7. Serbest Radikaller

Molekiillerdeki atomlar, proton ve notronlardan olusan pozitif yiiklii bir ¢ekirdek ve
cekirdegin etrafinda bulunan negatif yiiklii elektronlardan olusur. Elektronlar hem parcacik
hem de dalga ozelligine sahip olup ¢ekirdegin etrafinda 151k hizi ile hareket ederler.
Elektronlarin yeri ¢ekirdek iizerinde tam olarak belli degildir. Elektronlarin bulunma
olasiligiin en ytiksek oldugu yer’’ orbital’’ olarak adlandirilir (Kiling ve Kiling, 2002). Her
bir orbitalde birbirine ters yonde hareket eden iki elektron bulunur. Bir orbitalde sadece bir
tane elektron bulunuyorsa buna eslesmemis elektron denir. Serbest radikaller dis orbitalinde
bir ya da daha fazla eslenmemis elektron tasiyan, yliksek enerjili atom veya molekiiller olarak
tanimlanmaktadir. Pozitif veya negatif yiiklii ya da elektiriksel olarak yiiksiiz olabilirler.
Kimyasal formiillerde iist kismina yazili bir nokta ile paylasiimamis elektron (OH' )
sembolize edilir. (Cotran ve ark 1994; Halliwell 1996). Elektronlar: gifler halinde bulunan
atomlar veya molekiiller kararli bir yapi sergileyerek kimyasal reaksiyonlara girme egiliminde
degillerdir. Bu kararli yapidaki molekiiller nonradikaller olarak tanimlanir (Cotran ve ark

1994; Halliwell 1996; Valko ve ark, 2007).

2.7.1. Serbest Radikal Kaynaklari

Organizmada serbest radikaller endojen ve ekzojen kaynaklar tarafindan
olusturulabilirler. Serbest radikaller organizmada normal metabolizma sirasinda ve g¢evrede
siirekli olarak iiretilir (Delibas ve Ozcankaya, 1995; Yerer ve Aydogan, 2000; Mercan U,
2004; Sarma ve ark, 2010; Cantiirk ve Sayek, 2005).

A) Endojen olarak serbest radikal meydana gelmesine neden olan kaynaklar;

e Mitokondride oksijenli solunum sirasinda elektron transport sistemi tarafindan

katalize edilen oksijen serbest radikalleri yan {iriin olarak olustururlar.

¢ Otooksidasyon reaksiyonlar1 esnasinda ksantin oksidaz (XO) ile nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz gibi enzimler ve endoplazmik retikulumda

sitokrom p450 sisteminde meydana gelen elektron transport sistemleri

e iskemi-reperfiizyon: iskemiden sonra reperfiizyon dokuda hipoksiden sonra
reoksinejasyon saglar bu durum dokuda hasara yol agabilir. iskemi- reperfiizyon su

hastaliklarda gozlemlenir: damar tikanmasi sonucu meydana gelen fel¢ ve miyokard
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enfarktiis; mikrosirkiilasyon kaybi nedeniyle olusan diabet ve refleks sempatik
distrofi; sok; cerrahi girisim esnasinda kansizlik ve damarlarin klemplenmesi; organ

transplantasyonu’nunda iskemi-reperfiizyona bagl komplikasyonlar gozlenir.

e Intoksikasyon, travma, hemoraji vb mitokondirideki oksijenli solunum dengesi
etkilenecegi i¢in elektron tagima sisteminde elektron kagaklari artarak bu durumda

serbest radikal miktariin yiikselmesine neden olur.

e Bagta enfeksiyon olmak {zere yangili durumda artmis olan 16kotrienler,
prostoglandinler gibi mediatorler; noétrofiller, monositler ve eozinofil hiicrelerini
aktive ederler. Aktive olan hiicreler doku lezyonun oldugu bolgede birikerek, oksidan

mollekiiller salgilarlar.
e Fagositik hiicrelerin aktivasyonu ile solunumsal patlama (respiratory burst).
e Peroksizomlarda bulunan enzimler
e Stres veya yorgunluk toksik yan {iriin olarak serbest radikal iiretebilir.

e Kortizol ve katekolaminler gibi hormonlar organizmada stres reaksiyonlarina yol acar.

Ayni1 zamanda bu hormonlarin kendileride serbest radikallere doniisebilirler.

B) Eksojen olarak serbest radikal meydana gelmesini neden olan kaynaklar

e Ultraviyole 1sinlar1, X-rays, gama 1sinlari, mikro dalga 1sinlar1

e Radyasyon hasari, niikleer patlamalar, radyoterapi

¢ Asbest, benzen, arsenik, karbonmonoksit, formaldehit gibi kimyasallar
e Temizlik {irtinleri, tutkal, boya, tiner, parflimler ve pestisitler

e Anestezik maddeler, hava kirliligi, sigara dumani, egzoz dumani asir1 oksijen

konsantrasyonu (hiperoksi).
¢ Alkol, uyusturucu gibi bagimlilik yapan maddeler.

¢ Organik maddelerin pisirme esnasinda yakilmasi

16



2.7.2. Serbest Radikal Cesitleri

Oksijen viicut icin esansiyel bir element olup %95’inden fazlas1 mitokondrilerde ATP
tiretmek amaciyla oksidatif fosforilasyonda kullanilir. Kullanilan bu oksijenin %51

mitokondirilerde SOR’a doniistiirtirliir (Cantiirk ve Sayek, 2005).

Oksijen bir elektron alarak, siiperoksit radikali O2- ~ iki elektron alarak indirgenmesi
ile hidrojen peroksit (H,O,) meydana gelir. Ugiincii elektronun almmasi ile reaktivitesi
ylksek (OH™ ) hidroksil radikali olugur. Son olarak doérdiincii elekteronun eklenmesi de su’yu
meydana getirir (Williams ve ark, 1990; Shinde ve ark, 2012 ).

2¢’, 2H" e, H e, H
0, 07 s H;0p == HyO + OH =t H,0

(Oksijen) (Siiperoksit) (Hidrojenperoksit) ~ (Hidroksil radikali) ~ (Su)

Siiperoksit Radikali (O 7,)

Yiiksek derecede reaktif olmayan siiperoksit, organizmada ¢ogunlukla mitokondride
iretilir. Memeli hiicresinde hayatin devamliligi i¢in gerekli olan enerjinin (ATP) ana kaynagi
mitokondriyal elektron tasima sistemidir. Cesitli hastaliklarin patofizyolojisinde yer alan
serbest radikaller enerji doniisiimii sirasinda meydana gelen az miktardaki elektron kagaklari
sonucu oksijenin (%1-5) siiperoksit radikaline donlismesine neden olur (Valko ve ark, 2004).
Buradaki radikal yapiminin nedeni NADH dehidrogenaz ve koenzim Q gibi elektron

tastyicilarindan oksijene elektron kacagi olmasidir.

1. Reaksiyon: X + O, — X" + 07, (X maddesi oksitlenerek, oksijen molekiiliinii

indirgemis olur. Bu reaksiyonun sonucunda da siiperoksit anyonu (O7;) meydana
gelir. X maddesi, hemoglobin, sitokrom, kinon, tiyol ve redoks metalleri olabilir
(Erenel ve ark, 1992).

2. Reaksiyon: Siiperoksitin enzimatik ve nonenzimatik olarak dismutasyon tepkimeleri
ile iki elektronla indirgenmesi sonucu ikinci bir ara {irlin olan hidrojen peroksit

(HzOz ) Olusur.

O, "+ 0, + 2H" ‘ H,O, +0,
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Bu reaksiyonla siiperoksit radikalinin 6nemi hidrojen peroksit kaynagi olmasidir. Hem
indirgeyici hem de yiikseltgeyici ozellik gdsteren siiperoksit anyonu, adrenalin, dopamin,
askorbat ve hidroksilamin gibi ¢esitli yapilardaki metabolitleri oksitler. Ayrica siiperoksit
radikali metal iyonlarmi indirgeyerek bagl olduklari proteinlerden salinimina neden olur.
Metal iyonlarin katildig1 hidroksil radikali yapimini1 hizlandirir. (Erenel ve ark, 1992, Valko
ve ark, 2007)

0, +Fe+3 ——) O, + Fe+2
O, + Cu+2 ) O, + Ccut

Diger radikallere gore daha az reaktif olsa da, siiperoksit, indirgenmis niikleotidleri,
bazi amino asitleri ve antioksidan bilesikleri (glutatyon, askorbik asit, tokoferol) oksitler.
Hiicre zarinda da siiperoksit proton alarak hidroperoksit radikalini (HO,) olusturur. Bu
radikalde hiicre zarlarindaki lipid peroksidasyonunu basaltabilir ve zarsal antioksidanlari

(tokoferol) oksitleyebilir (Kiling ve Kiling, 2002).

Fizyolojik bir serbest radikal olan NO ile siiperoksit birleserek reaktif bir oksijen
tiirevi olan peroksinitrit (ONOO °) meydana gelir. Peroksinitrit proteinlere olumsuz etkileri
mevcuttur. Azotdioksit (NO>), hidroksil radikali (OH") ve nitronyum iyonu (NO",) gibi diger
farkli toksik yan tirtinlere doniisebilir. (Grace, 1994)

O, + NO =mmpONOO
Hidrojen Peroksit (H,0,)

Asidik ortamda O;’nin ortamdan iki elektron almasi veya siiperoksit’in bir elektron

almasi1 sonucu hidrojen peroksit meydana gelir.
O, +e'+ 2H =—— H,0,
O, +2e + 2H" —H,0,

Biyolojik sistemlerdeki hidrojen peroksitin ana kaynagi herhangi bir sistem tarafindan
tiretilen stiperoksit radikalinin dismutasyon reaksiyonudur (Gutteridge, 1995). Membranlara
kolayca niifuz eden, uzun omiirlii bir oksidandir. Hidrojen peroksit; siiperoksit (O72)’e bir

elektron ilavesiyle ya da O, molekiilene iki elektron ilavesiyle olusur (Flora, 2007).

18



20, + 2H" d 0O, + H,05

Hidrojen peroksit, yapisinda paylasilmamis elektron icermediginden radikal 6zelligi

tasimadigi igin reaktif bir tiir degildir (Erden,1992).

Hidrojen peroksitin oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin nedeni hidroksil radikalinin
onciilii olmasidir. Hidrojen peroksit metal iyonlar1 (Cu, Fe, Mn) varliginda, bu iyonlarla
reaksiyona girerek ROS molekiillerinin {iretilmesinde bir araci gibi rol alir. Asagidaki
reaksiyonda (AH,) substratinin oksitlenerek H,O- olusturmasi ve zincir reaksiyonlar sirasinda
hidroksil radikalinin meydana gelmesi Ozetlenmistir (Erenel ve ark, 1992; Delikbas ve
Ozcankaya, 1995).

(CulFe)
2AH; + 20, \A» 2H,0, +2 A
AH, + 2CU*? m———mp + 2Cu*" + 2H*
2CU™ + 2H)0; s 2CU*2 + 20H" + 20H"

Hidrojen peroksit ayrica proteinlerde bulunan hem grubundaki demir ile reaksiyona
girerek, yiiksek oksidasyon diizeyindeki ferril demir (Fe "), ve periferril demir (Fe ¥) meydana
gelmesine neden olur. Bu formdaki reaktif demir c¢ok giiglii oksitleyici 6zelligi olmasi
sebebiyle hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baglatabilir.
Potansiyel oksitleyici 6zelligi nedeniyle organizmada olusan H»O,’in derhal ortamdan

uzaklastirilmasi gerekir (Kiling ve Kiling, 2002).

Notrofillerin fagozomlarinda bulunan bir enzim (myeloperoksidaz) yardimiyla

hipoklordz asite (HOCI) doniistiiriiliir.
myeloperoksidaz
H,0O, + H™ + Cr J—>H20 + HOCI

Hidrojen peroksitin bir diger dnemli fonksiyonu da hiicre i¢i sinyal molekiilii gorevini
yerini getirmektir. Ultraviyole 1sinlar1 ile hidrojen peroksit pargalanabilir. Hidrojen peroksit;

katalaz, selenyum igeren glutatyon peroksidaz ve peroksideroksinler olarak antioksidan enzim
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sistemleri tarafindan ve enzimatik olmayan piruvat ile ge¢is metal iyonlarinin reaksiyonlari

ile ayristirilarak zararsiz hale doniistiiriiliir (Rhee, 1999; IARC, 1999).

Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksil radikali, 6zellikle biyomolekiiller {izerinde oldukga zararh etkileri olan, hizli
reaksiyon vererek organizmaya diger ROS’lardan daha fazla toksik 0Ozellige sahiptir..
Hidrojen peroksit, Fe*? ve Cu* veya diger gegis elementleri (Mn, Zn, Cr, Co, Ni) varliginda
redoks tepkimelerinde indirgenerek hidroksil radikaline doniigiir. Bu reaksiyona “fenton
reaksiyonu” denir. Siiperoksit radikali fenton reaksiyonu ile baglantili olarak metal iyonlarinin
yeniden kullanilarak indirgenmesini saglar. Bu iki reaksiyona “Haber- Weiss reaksiyonu” adi
verilir. Gegis metallalleri hidroksil olusumunda 6nemli bir rol oynar (Karabulut ve Giilay,

2016).
H,0, + Cu* / Fe'?mmmmm OH + OH +Cu*?/ Fe™® Fenton reaksiyonu
Cu"?/Fe™ + O mmmm  CU" /Fe*™ + 0,
0,” + H,0, = OH +OH + O, Haber- Weiss reaksiyonu

fyonlastiric radyosyonun etikisiyle su hidroksil radikalini doniisiir. (Kiling ve Kiling,

2002)
radyasyon
H)O w H + OH"
Nitrik Oksit (NO)

Nitrik oksidin (NO) oksijen ile reaksiyona girmesi sonucu toksik 6zelligi gii¢lii azot
dioksit meydana gelir (Gutteridge, 1995). NO organizmada makrofajlar, endotel hiicreleri,
hepetositler ve notrofiller tarafindan iiretilir. Canliligin devamu i¢in gerekli olan hemostatik
olaylarda otokrin ve parakrin gdérev yapan bir arac1 molekiildiir. Onemli islevlerinden biri
organizmanin ¢esitli boliimlerinde interlokin-1 ve sitokinlerin etkilerine benzer bir islev
gormesidir (Aktan ve Yal¢in 1998). Timoér hiicrelerini, bakterileri, parazit ve mantar

hiicrelerini ortadan kaldirir. Yiiksek seviyelerde hiicreler tizerinde zarar verici etkisi
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mevcuttur. Hidroksil radikali ile inaktivasyona ugrar ve SOD enzimi ile korunur. Bu yonden
incelendiginde serbest radikal tutucu olarak kabul edilse de uygun ortamda siiperoksit ile
reaksiyona girerek kuvvetli bir oksidan olan peroksinitriti meydana getirir. Asidik ortamda
duragan olmayip kendiliginden parcalanarak hidroksil radikali ve nitrojen oksit olusturur
(Greenwald 1991, Grace 1994). Ayrica nitrikoksit eslesmemis elektronlar1 sayesinde, tiyol
gruplar1 ve nitrojen dioksit ile hizli reaksiyonlar olusturarak diger radikallerle beraber diabetes
mellitus, septik sok, kalp rahatsizlliklari, alzheimer hastaligi, gastrointestinal sistemde hasar

gelismesinde rol aldig1 diistiniilmektedir (Robison ve ark, 1993; Lohinai ve Csaba, 1998 ).
2NO + 02 — 2NO2
02"+ NO — ONOO ~ (peroksinitrit)

ONOO'" + H+ — OH + NO2 (Nitrik dioksit)

2.7.3. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Serbest radikallerin en belirgin etkileri yagasitleri ile etkilesime girerek lipid
peroksidasyonunu (LPO) baslatmalar1 olarak bilinir. LPO, hiicre zarlarinda yer alan ¢oklu
doymamis yag asitlerinin radikallerle oksidasyonu ile baslayan ve otokatalitik zincir
reaksiyonlart sonucu membran yapisini degistirerek, buna bagli olarak hiicre yapr ve
fonksiyonlarint bozarak hiicrenin Oliimiiyle sonuglanabilen reaksiyonlar toplulugudur

(Thomas ve Aust, 1986; Davies ve Goldberg, 1987 ).

Lipid peroksidasyonu bir ka¢ asamada meydana gelmektedir. Birinci asamada
doymamis yag asitlerinin metil (CH;) grubuna ait alkilik hidrojen atomunun kopartilmasi
sonucu alkilil radikali olusur. Alkil radikalide oksijen ile tepkimeye girerek LPO’u
baslatabilen hidroksil radikalini olusturur. Ikinci asamada; lipitperoksitler (LOO) meydana
gelir. Lipit peroksitler radikal membran lipitlerinin molekiiler oksijenle reaksiyona girmesiyle
olusur. Lipid peroksitler bir sonraki doymamis yag asidini okside ederek yeni zincir
reksiyonlart baslatirlar. Mevcut zincir reaksiyonlarindan sonra hidroperoksitler (LOOH)
olusmaktadir. Lipid hidroperoksitlerinin  hiicre membranlarinda birikimi membran
fonksiyonlarinda bozulma ve lipid hidroperoksitlerinin gecis metalleri katalizorliigiinde
parcalanmasi sonucu daha toksik 6zelligi olan tiirlere 6zellikle aldehitlere doniistiiriiliirler
(Akkus, 1995). LPO sonucu olusan aldehitlerden en iyi bilinenleri malondialdehit (MDA) ve

4- hidroksinonenal (HNE)’dir. Bu aldehitler hiicresel olarak metabolize olurlar veya
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olustuklar1 bolgeden hizla diffiize olarak hiicrenin diger kisimlarinda da hasara neden

olabilirler (Esterbauer ve Cheeseman 1990).

LPO reaksiyonu toplayici anti oksidan mekanizmalarla sonlandirilir veya otokatalitik

yayilma reaksiyonlari ile devam eder (Gutteridge, 1995).

LPO sonucu membran yapisinda meydana gelen degisiklikler sunlardir (Long ve

Bielski, 1980).

1. Lipid peoksidasyonu esnasinda olugan lipid hidroksiperoksitleri membranlar iizerinde

yerlesmis olan bazi enzimlerin etkisini ortadan kaldirir.

2. Tiyol gruplarmin oksidasyona ugramasina neden olarak membran {izerindeki

protein-lipid iliskisini bozar.
3. Membran tlizerindeki yag asidi miktarini azaltir.
4. Membranin yap1 taglarindan olan yaglarin akigkanligini bozar.

5. LPO sonucu olusan serbest radikaller membran disinda da cesitli biyomolekiillerde

de bozulmaya neden olur.

2.7.4. Serbest Radikallerin Proteinler ve DNA Uzerine Etkileri

Serbest radikaller proteinlere lipitlerden daha az oranda olumsuz olarak etkide
bulunurlar. Proteinlerin etkilenme diizeyleri yapilarinda bulundurduklari aminoasit igerigi
belirler (Akyol, 1994). Doymamis yag ve siilfiir igeren aminoasitlerden (tirozin, triptofan,
fenil, alanin, histidin, metiyonin, sistein gibi) meydana gelmis proteinler serbest radikallerden
daha hizli etkilenirler. Karbon merkezli radikaller ve siilfiir radikalleri ile proteinlerin
reaksiyona girmesi sonucu protein karboniller (PCO) olusur. Proteinlerde meydana gelen
oksidatif hasarin belirlenmesinde PCO degerinden faydalanilir. Hasar sonucu proteinlerin
pargcalanmasi ve ¢apraz baglanmalar ile proteinlerin birbirleri arasinda agregasyonu (yi1gisma)
neticesinde enzim aktivitesinde degisiklikler ve hiicresel islevlerde bozulmalar meydana gelir
Ayrica bu istenmeyen reaksiyonlar sonucu immiinoglobulin G ve alblimin gibi ¢ok sayida
disiilfid bagi igeren proteinlerin {i¢ boyutlu yapilar1 bozulur ve proteinlerin
konfigiirasyonlarin1 bozarak viicuttaki normal metabolik aktivitelerine engel olurlar (Freeman
ve Crapo 1982; Cakatay, 2004).
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Niikleik asitlerin ROS ile reaksiyona girmesi ve bu reaksiyonu takiben DNA’da
mutasyon ve hiicre 6liimiine kadar giden zincir tepkimelere neden olan faktorlerin basinda
iyonize radyasyon yer almaktadir. Ayrica lipid peroksidasyonu sonucu olusan malondialdehit
MDA’nin DNA {izerindeki mutojenik ve karsinojenik etkileri bilinmektedir (Epe ve ark,

1996; Marnett, 2002).

Hidroksil radikali, bazlarla ve deoksirobozla reaksiyona girerek degisikliklere neden
olur. DNA’nin yakinlarinda olusursa mutasyonlara neden olabilir. DNA‘da meydana getirdigi
hasari, hidroksil radikalinin niikleik asitlerde bulunan doymus karbon atomlarindan hidrojen
koparmasi ya da ¢ift baglara katma tepkimeleri meydana getirmesi ile olusur. Yiiksek elektron
yogunluguna sahip olan guanin gibi molekiillerle oksitleyici 6zelligi fazla olan siiperoksit
anyonu daha kolay reaksiyona girer. Ayrica aktiflesmis noétrofiller tarafindan olusturulmus
H,0,, hiicre membranlarindan kolayca diffiize olarak hiicre ¢ekirdeginde bulunan DNA’ya
ulagirsa hiicrede 6liimle sonuglanabilecek irreversbl degisimlere neden olabilir (Jornot ve ark,

1998; Marnett, 2002; Knaapen ve ark, 2002, 2006).

2.7.5. Serbest Radikallerin Antimikrobiyal Aktivitede Etkinligi

Savunma sisteminde etkin hale gelmis makrofaj, eozinofiller ve nétrofillerde fagositik
solunumsal patlama (respiratuar burst) olusturur. Mitokondri disinda oksijen tliketiminde bir
patlama gozlenir. Fagosite edilmis ajan solunumsal patlama tiriinleri ROS’un etkisiyle yok
edilir. Ancak canli dokuda antioksidan ve oksidan orani oksidanlarin gereginden fazla arttigi
durumlarda normal hiicrelere toksik etkileri gdzlemlenir ve bazi hastaliklarin olusumunda
onemli bir faktor olarak rol oynarlar (Akkus,1995). Solunumsal patlama sirasinda Ayrica
fagositlerin uyarilmasi sonucu gelisen solunumsal patlamada hekzoz monofosfat yada fosfo
glukanat sant1 yoluyla glikozun oksidasyonuda artar. Solunumsal patlama reaksiyonunda
elektron vericisi olarak NADPH kullanilir. Bunun sonucu olarak da molekiiler oksijen (O,) ve
stiperoksit radikaline indirgenmesi sonucu NADP+ iiretimi de artar buna bagl olarak da
hekzoz monofosfat yolu etkinlesmis olur (Segal ve Abo, 1993) Noétrofil ve monositler
lizozomlarinda bir hem enzimi olan MPO (myeloperoksidaz) igerirler. Inflamasyon
durumunda nétrofil birikiminin bir gostergesi olan MPO aktivitesinin 6l¢iimii duyarl bir
testtir. Ciinkii notrofiller; kompleman fragmanlari, ROS ve sitokinler tarafindan etkinlestirilir.

Dokuya gelen etkin Iokositler MPO, elastaz, proteaz, kollejanaz, laktoferrin ve katyonik
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proteinler gibi enzimleri agiga cikarirlar. Bu enzimler dokudaki hasar1 artirdig1 gibi hem de

gereginden fazla radikal olusmasina neden olur (Krawisz ve ark, 1984).

MPO aracili antimikrobial sistem, ¢esitli bakteri mantar virlis gibi birgok patojen tiire
kars1 etkilidir. MPO, hidrojen peroksit ile birleserek enzim substrat biitlinliigii saglayarak CI,
I, Br gibi iyonlarin oksidasyonunda yer alir. Bu reaksiyonlar sonucunda hipoklorik asit
(HOCI) gibi toksik diizeyi yiiksek metabolitler meydana gelir. Bu reaksiyonun toksisitesi
savunma sisteminde bakterilerin o6ldiiriilmesine katkida bulunur. Buna karsilik olusan
hipoklorik asit ayn1 zamanda al- antiproteinaz’1 inaktive etmekte ve saglikli insan dokusunu
zarara ugratarak iltihaplanmalara neden olmaktadir (Hampton ve ark, 1998, Lavelli ve ark,

2000; Shao ve ark, 2010).

INTRACELLULAR EXTRACELLULAR

{(OR PHAGOSOMAL)

NADPH  —

oxidase

NADP* + H* (——-’/

NOS

Sekil 1: MPO’nun etki mekanizmasi (Hampton 1998)

2.7.6. IBH Patogenizinde Serbest Radikallerin Rolii

Strese bagli olarak sempatik sinir sisteminin aktivitesinin artmasi sonucu organlara
gonderilen kan akiminin miktarinda azalma gozlemlenebilir. Ulseratif kolit patogenezinde de
bagirsak dokularinda meydana gelen kan akimimin azalmasma bagli doku sirkiilasyonun

azalmasi hastaligin gelismesinde 6nemli bir faktér oldugu gozlenmistir. Kolondaki kan
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akiminin azalmasi, ksantin oksidaz enzimini etkinlesmesini saglar (Grisham ve Granger,
1988). Normalde ksantin oksidaz (NAD) bagimli dehidrogenaz olarak etki eder ve herhangi
bir serbest radikal tiiretimine neden olmaz; fakat in vivo olarak olusan diisiik doku
sirkiilasyonu, enzimin dehidrogenaz formundan oksidaz formuna doniismesine ve siiperoksit
radikalinin iiretimine sebep olur. Ksantin oksidaz enzimi oksijen varliginda hipoksantini

ksantine veya ksantini {irat’a oksitler. Bu reaksiyonda elektron alicis1 oksijendir.
Hipoksantin+20, === Ksantin+ 20, + 2H"
Ksantin + 20, s Urat + 20, +2H"

Ksantin oksidaz enziminin barsak, akciger, karaciger ve bobrek gibi dokularda hasara
yol actig1 gbzlenmistir. Hipoksantin ve ksantin arasindaki bu tepkimede meydana gelen
siiperoksitin yarattig1 en biiyiik hasar vaskiiler sistemdedir (Doctor ve Mandel, 1991; Prichard
ve ark, 1991; Houston ve ark, 1999). Siiperoksit radikali (O;"), hipoklorik asit (HOCI),
hidroksil radikali (OH’), ve hidrojen peroksit (H,O;) gibi reaktif oksijen iiriinleri
mikrovaskiiler ve mukozal permeabiliteyi arttirir. Ayrica kolon epitelinin u¢ kisminda
bulunan miisin tabakasin1 bozarak mukozal bariyeri ortadan kaldirmaktadir. Bu birbirine bagh
reaksiyonlarin sonucunda fagositik 10kositlerin daha derin bagirsak tabakalarma gecisleri

kolaylagmaktadir (Grisham ve Granger, 1988).

IBH’de inflamatuar reaksiyona 6zgii olarak polimorfoniikleer 16kosit infiltrasyonu
gozlemlenir. Birgok deneysel kolit modelinde aktive olmus nétrofil, monosit ve makrofajlarin
araciligiyla gergeklestirilen ve artmig reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri ile karekterize anormal
immun ve inflamatuar cevap meydana gelir (Higa ve ark, 1997; Carter ve Wallace,1995;
Thompson-Chogoyan ve ark, 2005; Schmidt ve Stallmach, 2005). Ayrica bir baska deneysel
kolit modeli ¢aligmasinda spesifik olarak notrofillerin bol miktarda ROS iirettigi bulgu olarak
elde edilmigtir (Wallece ve ark, 1998). Bu bulgu farkli deneysel kolit ¢aligmalarinda da anti-
ROS ajanlarinin miktarma baglh olarak hasar oranini azaltmakla birlikte, ROS artis1 ile
inflamasyonun  derecesi arasinda pozitif bir ilski oldugu saptanmgtir. Ulseratif kolit
hastalarindan alinan biyopsi 6rneklerinde ROS kaynaginin nétrofiller oldugu kemiliiminisans

yontemi ile tespit edilmistir( Sedghi ve ark, 1993).
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2.8. Viicudun Antioksidan Mekanizmasi

Organizmay1 meydana getiren hiicreler, serbest radikallerin olusturduklar1 zararlari
onlemek ya da en aza indirmek icin hem hiicre zarinda hem de hiicre icerisinde
gerceklestirilen bir ¢cok mekanizma gelistirmislerdir. Bu isleyen mekanizmalar gerek radikal
tretimini engellemek gerekse olusan radikallerin zararli etkilerini ortadan kaldirmak igin
tasarlanmistir. Bu islemleri yerine getiren maddelerin hepsine antioksidanlar denir (Halliwell

ve Gutteridge, 1990; Ames ve ark, 1993; Frei, 1994).

Antioksidanlar dort ayri sekilde etki ederler (Imhof ve Dunan, 1997; Smith ve ark,
2007).

1. Toplayici etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya reaktif
olmayan yeni bir molekiile ¢evirme islemine toplayici etki denir. Bu etkiyi daha ¢ok

antioksidan savunma enzimlerince yapabilir.

2. Bastirict etki: Serbest radikalleri ile etkilesip onlara bir hidrojen vererek aktivitelerini
azaltan veya inaktif sekle doniistiiren etkiye bastiric1 etki denir. Peroksitleri radikal

olmayan {iriinlere gevirerek.

3. Hasar onarici etki: Genellikle DNA’daki hasarlarin tamir edilmesinde bu etki igin
gegerlidir.  Okside olmus yag asitlerini  zar lipidlerinden uzaklastiracak
mekanizmalardir. Proteinlerdeki okside olmus aminoasitler, protein yapim ve yikimi

ile siirekli onarilir.

4. Zincir Kirict etki: Zincir reaksiyonlarina neden olan biitiin radikallerle reaksiyona
girip fonksiyonlarni1 engelleyici etkiye denir. Bu etkiyi lokal oksijen
konsantrasyonunu azaltarak ve ge¢is metal iyonlarini kendilerine baglayip etkinligini

yok ederek yaparlar. (Halliwell ve Gutteridge, 1984, 1990).

Antioksidan. kaynaklar1 li¢ ana sinifa ayrilir. (Halliwell ve Gutteridge, 1990; Ames
ve ark, 1993; Gate ve ark, 1999).

Antioksidan Kaynaklari:

a) Endojen ve ekzojen kaynakli antioksidanlar

b) Serbest radikal olusumunu engelleyen ve mevcut radikalleri etkisiz hale getiren
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) Enzim kokenli ve enzim kokenli olmayan antioksidanlar
Dogal (Endojen) Antioksidanlar:

a) Primer Antioksidanlar (Enzimler)
Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutaz enzimi ilk olarak 1969°da Mc Cord ve Fridovich tarafindan
tanimlanmistir (Freeman ve Crapo, 1982). SOD Siiperoksit radikalini hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijene doniislimiinii katalizleyen bir metalloenzim gurbudur. Bu reaksiyon
dismutasyon olarak adlandirilir. Genellikle antioksidan savunmanin ilk basamagi olarak

nitelendirilir (Ciriolo, 1991, Akkus, 1995).
O, + 0, + 2H+ — H,0, + O,

SOD, bu reaksiyonda hem ytikseltgeyici hem de indirgeyici olarak iglev goriir. Oksijen
radikelleriyle gelisebilecek hasara karsi SOD, CAT ve glutatyon enzim sistemiyle beraber
calisan bir antioksidan savunma mekanizmasimin dnemli bir parcasidir. Bu nedenle olusan
hidrojen peroksit, katalaz veya glutatyon peroksidaz enzimleri tarafindan su ve oksijene
indirgenir. (Akkus, 1995).

SOD’un fizyolojik fonksiyonu lipid peroksidasyonuna engel olarak aerobik solunum
yaparak enerji elde eden hiicreleri siiperoksit radikalinin olumsuz etkilerinden korumaktir

(Freeman ve Crapo, 1982; Halliwell, 1994).
Katalaz (CAT):

Katalaz enzimi tiim canli hiicre tiplerinde degisik miktarlarda bulunan, dort tane hem
grubu igeren bir hemoproteindir. Hiicrede yer aldigi organeller peroksizomlar, lizozomlar ve
mitokondrilerde bulunur (Halliwell, 1994). Kan, kemik iligi, karaciger, bobrek ve miikoz
membranlarda en yliksek oranda, destek dokularda ise minumum seviyede bulunur. Ek olarak

endoplazmik retikulum ve sitoplazmada da aktivite gostermektedir (Aebi, 1984).

Katalaz enzimi hidrojen peroksiti molekiiler oksijen ve suya parcalar. Katalaz
enziminin aktivitesi, ortamdaki hidrojen peroksit miktarinin artmasi ile birlikte artis

gostermektedir. Oksijen radikalleriyle gelisebilecek hasara karst SOD, CAT ve glutatyon
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enzim sistemiyle beraber calisan katalaz enzimi antioksidan savunma mekanizmasinin 6nemli

bir elemanidir. (Agar ve ark, 1986; Ek ve ark, 2008 ).

(CAT) en 6nemli gorevi H,O,’1 molekiiler oksijen ve suya katalizlemektir (Kirkman
ve Gaetani, 1984; Amorim ve ark, 2002).

Katalaz
2H,0) ey 2H,0 +05

Katalaz enziminin aktivitesi, ortamdaki hidrojen peroksit miktarinin artmasi ile birlikte
dogru orantili olarak artmaktadir. Eger ortamda hidrojen peroksitin miktar1 diisiik oldugu
durumlarda ise hidrojen peroksiti substrat olarak kullanan glutatyon peroksidaz gibi
antioksidan enzimler devreye girerek hidrojen peroksiti ortamdan uzaklastirirlar (Agar ve ark,
1986). Her antioksidan enzimin viicutta etkin oldugu yer farkli oldugu gibi katalaz enzimi
perosizomlarda daha etkin iken, glutatyon peroksidaz enzimi baslica sitozol ve mitokondride
daha etkindir (Akkus, 1995; Kirkman ve ark,1999).

Glutatyon Peroksidaz (GSH-PX)

Bu enzimin varlig1 ilk kez memeli eritrositlerinde tespit edilmistir (Siddons ve Mills,
1981). Glutatyon peroksidaz enzimi yapisinda selenyum igeren ve peroksitleri inaktive ederek
etkisini gosteren metalloenzim ailesine ait bir enzimdir. Selenyum eksikliginde aktivitesinde
azalma gozlendiginden peroksidatif hasar meydana gelmesinde artma gozlenmistir. Hiicre
icinde sitozol ve mitokondride yer almakta olup peroksizomlar disinda meydana gelen
hidrojen peroksitin giderilmesinde temel enzim olarak kullanilir (Halliwell 1994; Smith ve
ark, 2007). Eritrositlerde ve diger dokularda GSH-Px, hidrojen peroksit ve lipit
hidroperoksitlerin etkisizlestirilmesinde, rediikte glutatyonun yliikseltgenmesini saglayarak
membran lipidlerini ve hemoglobini, peroksitlerin oksidatif hasarina kars1 koruma saglar. Bu
sirada okside olarak yiikseltgenmis olan glutatyon, glutatyon rediiktaz aracilifiyla
indirgenerek NADPH ‘den elektron aktarimi ile glutatyon tekrar indirgenmis (rediikte) olur.
Glutatyon (GSH) ‘un antioksidan mekanizmadaki en Onemli gorevi indirgenmis GSH,
peroksit ve serbest radikallerle tepkimeye girerek toksik 6zelliklerini inhibe eder. Glutatyon
peroksidaz enzimiyle Hidrojen peroksiti ortamdan uzaklastirir. Glutatyon peroksidaz
tarafindan kullanilarak hidrojen peroksit suya doniistiiriilerek inaktif hale getirilir. Reaksiyon
su sekildedir (Ozben, 1998).
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GPx

2GSH + H,0; l; GSSG +2H,0

Glutatyon rediiktaz (GR):

Glutatyon rediiktaz’in gorevi yiikseltgenmis glutatyonu (GSSG) indirgenmis
glutatyona (GSH) doniisiimiinii saglar. Glutatyon rediiktaz, bir flavin enzimidir ve koenzimi
NADPH ve prostetik grubu FAD’dir. Stoplazma ve mitokondride saptanmustir. Elektron
kaynagi olarak NADPH’1 kullanan glutatyon rediiktazin katalizledigi bir reaksiyon ile
indirgenmis glutatyon tekrar olusur (Montogomery, 1996).

GR

GSSG +NADPH +H" wessssmd 2GSH + NADP"

GSH
NADP ™
‘ GR l GSH-px
GSSG

NADPH

H,0O,

H,O

Sekil 2: Glutatyonun okside iken rediikte olmus duruma donisiimii Halliwell ((1974)’dan
modifiye edilmistir. (GSH: Rediikte glutatyon, GSSG: Okside glutatyon, GSH-Px:
Glutatyon peroksidaz, GR: Glutatyon rediiktaz, H,O,: Hidrojen peroksit ))

Glutatyon- S- transferaz (GST)

Selenyuma bagli olmayan Glutatyon peroksidaz olarak adlandirilir. GSTler, sisteinin
stilfir atomu tizerinden ¢esitli elektrofil (elektronca fakir) bilesiklerin glutatyon (GSH) ile
etkilesimlerini saglarlar. Hiicredeki biiyilk molekiillerin oksidasyon {iriinleriyle veya toksik
maddelerle birlesmesini engel olarak, bu maddelerin hiicre komponenetlerine zarar vermeden
atilmasina yardimci olurlar. E.coli’den insana kadar ¢ok ¢esitli tirlerden GST
saflastirilabilirken ilk kez sican karacigerinden Boyland ve arkadaslar1 tarafindan

tanimlanmistir. (Pickett ve Lu, 1989, Hayes ve ark, 2005).
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Glutatyon-S- transferazlar’in indirgeme Ozelligi membrani meydana getiren lipid
bilesenini peroksidasyondan korur. GST’ler pestisit, herbisid, anti kanser ilaglari, kimyasal
kansorejenler ve ceversel kirlilikler gibi elektrofilik ksenobyotiklerin detoksifikasyonunda da

gorev yapmaktadir (Gyamfi ve ark, 2004).
Mitokondrial Sitokrom Oksidaz

Mitokondrial elektron tasima sistemlerinde (ETS) iretilen siiperoksit radikali ‘nin
suya doniistiirmek amaciyla mitokondrial ETS’de bir O, molekiiliine 4 elektron aktarilarak 2
molekiil su olusturulur. Sitokrom oksidazin fonksiyonu elektronlanmig oksijen mollekiillerini
kendi merkezinde tutarak bu elektronlarin ortama sizmamasini saglar. Mevcut sistemde
elektronlarin ortama sizmasini engelleyerek diger molekiillerin oksidasyona ugramalarina

onledigi i¢in antioksidan etkisi oldugu gézlenmistir (Akkus, 1995).
40,7 + 4H" +4g A —)H,0O
b) Sekonder antioksidanlar (Enzimatik olmayan antioksidanlar)

Glutatyon (GSH): Glutatyon, birgok hiicrede yer alan metabolizmada Onemli
gorevleri bulunan bir tripeptittir. Glutatyon, genetik bir bilgiye gerek olmadan karacigerde
sistein, glisin ve glutamattan meydana gelebilir. Glutamat gama karboksil vasitasiyla sisteine
baglanabilir (Akkus, 1995).

Glutatyonun antioksidan savunma mekanizmasindaki gorevleri

a) Protein sentezi, hiicre membranindan aminoasitlerin transportu
b) Koenzim olarak enzim yapisina girererek enzimin aktivasyonunu saglar.

c¢) Glutatyonun 6nemli gorevlerinden biri peroksit ve serbest radikallerle (siiperoksit

radkali..vb) tepkimeye girerek toksik 6zelliklerini inhibe eder.

d) Proteinlerde bulunan siilfidril guruplarini da (-SH) indirgenmis halde bulunmasini

saglayarak okside olmasini engel olurlar

e) Organizmay1 ksenobiyotikler in zararl etkilerinden korurlar.

Sekonder antioksidanlar arasinda yer alan vitaminlerin viicuttaki aktiviteleri oldukca
fazladir. Bunlardan bir kismi1 alinan besinlerin enerjiye doniistiiriilmesi ile ilgili biyokimyasal

olaylarin diizenlenmesine yardimci olurken bir kismi1 da A, E ve C vitaminleri gibi viicut
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hiicrelerinin hasarini dnleyerek zararli maddelerin etkilerinin azaltilmasinda yardimci olarak

bir takim gibi ¢aligirlar (Tariqg, 1988; Rock ve ark, 1996).

2.9. Beta Glukan

Ekmek mayasinda, tahilda ve mantarlarda bulunan, hiicre duvarinin yapisinda yer alan
bir polisakkarittir (Kim ve ark, 2006). Dogal mayada ve mantarlarda genel olarak B-1-3
glukan veya B-1,6 glikozidik bagli glukan olarak bulunur (Kirmaz ve ark, 2005). Beta
glukanin (BG) hiicresel aktivite tizerindeki etkinliginin ortaya ¢ikmasi igin ilk adim olarak
hiicre zarinda bulunan reseptorler tarafindan taninmasi gerekmektedir (Williams ve ark,1996;
Williams, 1997).

CH.OH CH,OH
CH,OH
CH,OH 6 b 2 "
6 B (o] 6
1
—0 0 8 2
B
1 o—
3 2 OH B OH
OH OH OH o
OH —0 OH Core protein Glucan chains
or polypeptide
(a) (b)
CH,OH
CH,OH

Bl

0

k (e}
1
a2
OH

OH

=4

Sekil 3: B-glukanin molekiiler yapisi, B-(1-3)-D-glucan’in yapisi (( Sekil a ve Sekil b), p-(1-
3)-D-glucan’a bagli  (1-6 monogilikozidik) dallanma yapan formu (Sekil c).
Polisakkarit (Glucan) peptid kompleksi ( Sekil d). Rajasekar ve ark, (2008)’den
modifiye edilmistir.)

Organizmada ¢esitli hiicreler {izerinde (immiin ve immiin olmayan) monosit, makrofaj,
notrofil, langerhans hiicresi (6zel bir tiir beyaz kan hiicresi ), eozinofil, alveolar epitel hiicre
ve fibroblast olmak {izere B-glukan reseptor aktivitesi tammmlanmustir. (Kougias ve ark, 2001;
Brown ve Gordon, 2003; 2005). Dr Nicolas Di Luzio tarafindan 1960 yilinda tanimlanan
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beta- glukan etkinligini belirleyen faktoériin  molekiil dizilisindeki farkliliklardan
kaynaklandig1 distiniilmektedir (Rasmussen ve Seljelid, 1991; Abel G ve Czop JK, 1992).
Beta- glukanlar ana kaynaklarindan elde edilis bi¢imlerine gore yapilar1 farklilik
gostermektedir. Biyolojik reaksiyonlardaki etkinlikleri de ¢oziinebilirlik 6zelligi, molekiil
agirhi@i, kimyasal baglarindaki dallanma sekilleri gibi faktorler etkili olmaktadir. Molekiil
agirliklan kiiclildiikge, ¢oziinebilirlikleri arttigi tespit edilmistir. (Bobek ve Galbavy, 2001).
Farkli ¢esit B- glukanlardan aktivitesi en fazla olan ekmek mayasi (Saccharomyces cerevisiae)
hiicre duvarindan elde edilmis olan B-glukan oziitiidiir. Ozellikle 1,3 ve 1,6 glikozidik
kimyasal bagli yapida bulunan formu immiinomodiilator olarak etki gosterdigi bilinmektedir.
Ayrica retikiiloendotelyal sistem fonksiyonlarinda ve hiicre sayisinda artisa neden oldugu

gozlenmistir (Suzuki ve ark, 1991; Kirmaz ve ark, 2005).

Oral b-glucan
o]
o7
- . \‘-\Q(ea \J\osﬁ
5H°
Q s
= Ylo;, Activates
- @ Activated 'Odu gK cells
- Cliop, ther macrophage
= macrophage Ll
B cell
Intestinal ™™
lumen Intestinal
Lymphoid
tissue
Activated
Intestinal macrophage

epithelium

Sekil 4: Barsak duvarinda B-glukanlarin makrofajlar tarafindan tutulmasi ve aktive olan
makrofajin diger hiicreleri uyarmasi (Rajasekar ve ark, (2008)’den modifiye

edilmistir.)

2.9.1. Beta — Glukanin Organizmadaki Etki Mekanizmasi

Beta- glukan agiz yoluyla alindiktan sonra ortalama 30 dakika i¢inde ince bagirsaktan
emilir bununla birlikte bagirsak duvarinda yer alan makrofajlar B- glukanla spesifik

reseptorleriyle birleserek hemen aktif hale gelirler (Bedirli ve ark, 2003).
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Beta glukanlarin bilinen en belirgin 6zellikleri immiin hiicrelerin (graniilosit, monosit,
makrofaj ve dendritik hiicre) fagositoz yetenegini artirarak, immiin hiicrelerin sayica
artmalarini sitlimiile ederek immiin sistemin savunma fonksiyonunu artirict etkileri vardir.
Beta glukanlar notrofiller, makrofajlar, dendritik hiicreler, naturel killer (dogal o6ldiiriicii)
hiicreler ve T hiicreler iizerinde yer alan PRR (pattern- recognation reseptdr)’lerini tantyarak
baglanir. Bu reseptorler sekil 3.6’da gosteridigi gibi dectin-1 reseptorii (daha c¢ok
makrofajlarda bulunur) , CR3( komplement reseptor, daha ¢ok dogal oldiiriicii hiicreler,
makrofajlar ve notrofillerde bulunur), TLR-2 (Toll benzeri reseptor-2) ve laktosileramid dir.
Beta glukan reseptorlerinin immiin sistem disinda bulundugu diger yapilar arasinda; epitelyal
hiicreler, kollojen doku komponenti olan fibroblastlar, vaskiiler endotelyal hiicreler, viicutta
birgok metabolik faliyette 6nemli rol oyanayan 6n hipofizde bulunmaktadir. Bu yiizden (-
glukan reseptorleri viicutta genis bir yayilim gosterdigi i¢in - glukanin organizmada bir ¢cok
yapiya etkisi oldugu bilinmektedir (Williams ve ark, 1996; Rice ve ark, 2005; Novak ve
Vetvicka, 2008).

Scavenger
Receptor(s)

CR3

Dectin-1
LacCer

Eﬁﬁ”‘ @EM

unknown / /

neutophil migration oxidative burst phagocytosis
tumour cytotoxicity anti-microbial functions oxidative burst
pro-inflammtory cytokines pro-inflammtory cytokines

pro-inflammatory chemokines

Sekil 5: B- glukan’in omurgalilarin hiicre zarinda bulunan glukan polimerlerini taniyan
reseptorler PRR (pattern recognition reseptdr), scavenger reseptor(¢Opgii reseptor),
CR3 (kompleman reseptor), laktosilseramid (LacCer), Dectin-1 reseptor. Brown ve
Gordon (2005)’den modifiye edilmistir.
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Beta glukanlarin hiicre yiizey reseptorlerinin islevleri incelendiginde CR3 (kompleman
reseptor) sitotoksisite ve fagositoz islevinde rol aldigi gibi I6kositlerin iltihapli bolgeye
gocline de katkida bulnur. CR3 organizmada bulundugu yerler noétrofil, dogal oldiiriicii
hiicreler ve makrofajlardir. (Brown ve ark, 2002). Ayrica CR3 reseptorii’niin diger bir
fonksiyonu da diisiik molekiil agirlikli beta glukan polimerlerinin glomerular filtrasyon ile
kandan temizlenerek uzaklagsmasini saglamalaridir. Molekiil agirligr biiyiik olan beta glukan
polimerlerinin ise karacigerde metabolize edildigi bilinmektedir (Brown ve ark, 2002; Bedirli
ve ark, 2003).

Laktosileramid reseptorleri 10kosit iizerinde bulunurlar (Bedirli ve ark, 2003).
Reseptoriin bilindigi kadariyla organizmadaki islevi B- glukan ile baglanmasi sonrasinda NF-
kB sinyal yolunun uyarilmasini saglayarak bu uyarimin sonunda nétrofillerin antimikrobiyal
fonksiyonlarinda artig gézlenmistir (Brown ve Gordon, 2005). Diger hiicre yiizey reseptorii
olan dectin-1 reseptorii 6zellikle monosit, makrofaj ve notrofiller {izerinde gozlenmistir.
Dectin-1 reseptorii f- glukan ile etkinlesmesi sonucunda hiicrenin endositoz, fagositoz
yetenegini artirarak hiicre i¢i oksidatif reaksiyonlarida artiracak sekilde etkilemektedir. Toll-
like reseptorii (TLR 2 ve TLR 6) ile scavenger (siipiiriicii) reseptorlerin 6zellikle (1-3) zincir
tizerine (1-6) dallanma yapisina sahip - glukan polimerlerini hiicresel diizeyde taniyarak
immiin sistemin regiilasyonunda rol almaktadirlar (Brown ve ark, 2002; Hahn ve ark, 2003).
Genel olarak B- glukan reseptorleri dogal immiin cevapta rol oynayan hiicrelerde bulunmakta
olup bu hiicrelerin fagositik, antimikrobiyal ve sitotoksik Ozelliklerini arttirmaktadirlar
(Williams ve ark, 1996).

2.9.2. Beta Glukanin Biyolojik Fonksiyonlar:

Beta glukanin oral yolla alindiginda gastrointestinal sistemden emilerek makrofaj,
ndtrofil ve dogal dldiiriicti (natural killers) hiicrelerde bulunan reseptorlere baglanarak immiin
sistemin uyarilmasinda rol almaktadir. Ornegin oral uygulanan beta glukan sindirim
sisteminden emildikten sonra alveoller makrofajlarin islevini artirdiklar1 ve bagirsak
mukozasinda bulunan payer plagi adi verilen lenfatik yapilardan gecerek “Colony Stimulating
Faktor’’(CSF) ve diger sitokinlerin saliniminin artmasina neden olarak immiin sistemi aktive
ettikleri goriillmektedir (Chihara, 1992; Zekovic ve ark, 2005; Sener ve ark, 2011). Yapilan
diger caligmalarda ise beta glukanlarin temel etkilerinin makrofajlarin islevini ¢ogaltmak

oldugu, bu fonksiyonuda makrofajlarda fagositoz aktivitesini ve lizozomlarda bulunan
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enzimlerin etkinliginin artmasina sebep olarak olusturduklar1 gézlenmistir. Bunun yanisira
organizmada immiin sistemin yanitini diizenleme fonksiyonunu nétrofillerde bulunan
kompleman reseptor ailesine ait CR3’e baglanarak fagositoz aktivitesini artirmak siiretiyle,
organizmanin viral, bakteriyel, parazitik enfeksiyonlarin gelismesine karsi proflaksi
olusturarak viicut direncinin artmasina katkida bulunmaktir. Anti kansorejen etkisiyle de
kanser olusumunu ve gelisimini sinirlandirarak, tiimor tedavisinde anti tiimor tedaviye ek
olarak beta glukan eklendiginde tiimoriin gelisiminin baskilandig1 gézlenmistir (Vetvicka ve
Yvin 2004 ; Jung ve ark, 2004; Kayali ve ark, 2005; Li ve ark, 2006; Karaduman, 2006 ).
Beta glukanin antioksidan ozelligi siganlarla yapilan bir g¢alismada bobrek iskemi —
reperfiizyon hasarinda oral yolla verilen B- glukan gurubunda antioksidan enzim seviyesinin
artarak, oksidan maddelerin azaldagi saptanmistir (Bayrak ve ark, 2008). Beta glukanlar
fibroblastlarda NF-1 aktivitesini artirarak kollejen doku sentezini uyardiklari ve prokollojen
MRNA miktarin1 ve tipl ile tip 3 kollojen seviyelerini artirarak yara iyilesmesinde rol
oynadi@i anlasilmistir (Wei ve ark, 2002). Beta glukanlar diabet tedavisinde de
kardiyovaskiiler sistem iizerinede olusabilecek yan etkilerinin dnlenmesinde yararli oldugu
bulunmus, bunu da mevcut glikoz konsantrasyonunu disiirerek, hiperglisemi, hiperlipidemi
ve hipertansiyon olusmasini engelleyerek meydana getirdikleri anlasilmistir (Chen ve

Raymond, 2008).

p-Glucans z

3 Alonoklonal
& antibadilerm :
Dectin-1 . - éﬂf SRR Timar spesifik

baglamnas)

Berta-glukan

. Beta-clukan
endozom icenisimde

fragmanlmun
CR3e
Laglaunast

Traraor hucresi

MAKROFAJ
Beta-Glukan Fragmanlan

Sekil 6: B-glukanin, makrofajin CR3 reseptorlerine baglanarak tiimor hiicresine karsi

fagositoz 6zelligini gelistirmesi (Chan ve ark, (2009)’den modifiye edilmistir.)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢
3.1.1. Deney Hayvanlari

Bu calisma, Adnan Menderes Universitesi (ADU) Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Labratuari’ndan saglanan, agirliklart 250-300g arasinda degisen toplam 32 adet Wistar tiirii
albino tiiri sican kullanilarak gergeklestirildi. Calismaya baslamadan énce Adnan Menderes
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan 2015 Tarih ve 64583101/2015/094 sayil1 etik kurul
karar1 ile onay alinmistir. Tiim hayvan deneyleri ADU Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
laboratuarinda Mart 2017 tarihinde yapilmistir. Hayvanlar deney oncesi kafeslerde, 12 saatlik
aydinlik- karanlik siklusu saglanan kontrollii bir odada bulunmalar1 saglandi. Standart rat
yemi beslenmeleri ve suluktan su igcmeleri saglandi. Ortam uyumu saglandiktan sonra tim
hayvanlar deneyden 12 saat 6nce ag¢ birakilarak deney baslandi. Laboratuar analizleri Adnan
Menderes Universitesi Merkez Laboratuarinda calisildi. Histopatolojik incelemeler Adnan
Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji — Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuari’nda

uygulandi.

3.1.2. Deney Gruplari

Deneysel Kolit olusturulmasi i¢in ¢alismamizda Wistar albino tiirii sigan kullanildi.
Bunun nedeni belirtilen dozlarda ve uygulama yonteminde literatiirde Wistar albino tiirii sigan
hayvanlar ile yapilmis farkli ¢aligmalarda olumlu sonuglar alinmasidir. Wistar albino siganlar
tizerinde barsak hastaligi ¢alismalarinin siklikla gerceklestirilmesi ve gerek makroskobik ve
mikroskobik gerek biyokimyasal sonuclarin bu modellerin dogru sekilde gerceklestigini
gostermektedir. Mevcut calismamiz doku {izerindeki hasar ve iligkili oldugu diger doku ve
organlardaki deformasyon ve iyilesme siirecinin takibi olacagindan hayvanlar farkli islem
gruplarina ayrildi. Agirliklar1 250-300g arasinda degisen, toplam 32 Wistar Albino cinsi
sigan, Sham kontrol (n=8), TNBS grubu (n= 8), TNBS +3 grubu (n=8), TNBS+10 grubu

(n=8), olmak iizere 4 deney grubuna ayrildi:

1. Sham Kontrol Grubu: Sham Kontrol grubundaki hayvanlar, deney ve tedavi gruplari igin

referans saglayacak olan kontrol grubudur. Bu nedenle bu gruptaki si¢anlar diger gruplar
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olustururken oldugu gibi randomize sekilde kiyassiz secilmis, kontrol, deney veya tedavi
grubu olacagi rastgele tanimlanmistir. Herhangi bir grubun iiyesi olan sicanlarin herhangi bir
farklilig1, patolojisi veya anormalitesinin olmadigi deney Oncesinde deney hayvanlar
laboratuvari tarafindan saptanmistir. Bu grup hayvanlarin beslenmeleri, hareket alanlar1 ve
aydinlik/karanlik diizenleri diger gruplar ile ayn1 sekildedir. Beslenmeleri standart sigan yemi
ile ad libitum seklinde gergeklesmis, ictikleri su giinliik yinelenerek katkisiz olarak ¢esme
suyu seklinde verilmistir. Oda kosullar1 deney hayvanlarina uygun sicaklik ve nemde, 12 saat
aydinlik, 12 saat karanlik prensibine gore organize edilmistir. Herhangi bir stres yaratici kosul
ile karsilastirllmamislar, aclik, korku, susuzluk, asir1t nem azhigi/fazlaligi, sicaklik
azligi/fazlaligi, islem harici insan temasi gibi girisimlerden kag¢inilmistir. Her tiirlii girigim
deney hayvan kullanimu sertifikasina sahip yetkili personel tarafindan gerceklestirilmistir. Bu
gruptaki hayvanlar, diger gruplardaki hayvanlarda oldugu gibi kolite maruz birakilmamustir.
Kaniil vasitast ile rektal olarak serum fizyolojik verilmistir. Bu islemin yaratacagi olasi
farkliliklarin 6niine gegilmesi igin uygulanan bu islem anestezi altinda yapilmistir. Anestezik
elemanlar olarak ketamin-ksilazin kullanilmis olup, anestezi etkisi gectikten sonra kayipsiz
sekilde grup icerindeki sicanlar deneyin sonlandirilmasina dek yasamlarina devam
etmiglerdir. Kullanilan anestezi dozu 75 mg/kg Ketamin ve 8 mg/kg dozunda Ksilazin
seklindedir. Deneyin sonlandirilmasi ve gerekli dokularin alinmasi i¢in de Ketamin-Ksilazin

anestezisi kullanilmistir.

2. TNBS Grubu: TNBS grubundaki hayvanlar, deney grubu olup kontrol ve tedavi gruplari
ile kiyaslanacak olan gruptur. Bu nedenle bu gruptaki siganlar diger gruplar1 olustururken
oldugu gibi randomize sekilde kiyassiz secilmis, kontrol, deney veya tedavi grubu olacagi
rastgele tanimlanmistir. Herhangi bir grubun iiyesi olan siganlarin herhangi bir farkliligs,
patolojisi veya anormalitesinin olmadigi deney oOncesinde deney hayvanlart laboratuvari
tarafindan saptanmistir. Bu grup hayvanlarin beslenmeleri, hareket alanlar1 ve
aydinlik/karanlik diizenleri diger gruplar ile ayni sekildedir. Beslenmeleri standart sigan yemi
ile ad libitum seklinde gerceklesmis, ictikleri su giinliik yinelenerek katkisiz olarak gesme
suyu seklinde verilmistir. Oda kosullar1 deney hayvanlarina uygun sicaklik ve nemde, 12 saat
aydinlik, 12 saat karanlik prensibine gore organize edilmistir. Herhangi bir stres yaratici kosul
ile karsilastirilmamiglar, aglik, korku, susuzluk, asir1 nem azlhigi/fazlaligi, sicaklik
azligi/fazlaligi, islem harici insan temasi gibi girisimlerden kacinilmistir. Her tiirli girigim,
deney hayvani kullanimu sertifikasina sahip yetkili personel tarafindan gergeklestirilmistir. Bu

gruptaki hayvanlar, TNBS kimyasalina maruz birakilarak deneysel kolit olusturulmustur.
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Deneysel kolit olusurulmasindan 6nce veya sonra bu grup hayvanlarina herhangi bir tedavi
edici ajan verilmemistir. Kaniil vasitasi ile %37 Etanolde ¢6ziinmiis 25mg TNBS rektal olarak
deney grubuna verilmistir. Bu islem anestezi altinda yapilmistir. Anestezik elemanlar olarak
ketamin-ksilazin kullanilmis olup, anestezi etkisi gectikten sonra kayipsiz sekilde grup
icerisindeki siganlar deneyin sonlandirilmasina dek yasamlarina devam etmislerdir. Kullanilan
anestezi dozu 75 mg/kg Ketamin ve 8 mg/kg dozunda Ksilazin seklindedir. Deneyin
sonlandirilmast  ve gerekli dokularin alinmasi i¢in de Ketamin-Ksilazin anestezisi

kullanilmistir.

3. TNBS +3 Giinliik Beta Glukan (BG 1) Grubu: TNBS +3 giinliikk beta glukan (BG 1)
grubundaki hayvanlar, tedavi gruplarindan birisi olup, deney grubuna uygulanan deneysel
kolit iizerine tedavi edici ajanlarmn olumlu sonu¢ verip vermedigini aragtirmamiza imkan
saglamaktadir. Bu nedenle bu gruptaki siganlar diger gruplar1 olustururken oldugu gibi
randomize sekilde kiyassiz se¢ilmis, kontrol, deney veya tedavi grubu olacagi rastgele
tanimlanmistir. Herhangi bir grubun iiyesi olan si¢anlarin herhangi bir farkliligi, patolojisi
veya anormalitesinin olmadig1 deney Oncesinde deney hayvanlari laboratuvari tarafindan
saptanmistir. Bu grup hayvanlarin beslenmeleri, hareket alanlar1 ve aydinlik/karanlik
diizenleri diger gruplar ile ayni sekildedir. Beslenmeleri standart sican yemi ile ad libitum
seklinde gerceklesmis, ictikleri su giinliik yinelenerek katkisiz olarak ¢esme suyu seklinde
verilmistir. Oda kosullar1 deney hayvanlarina uygun sicaklik ve nemde, 12 saat aydinlik, 12
saat karanlik prensibine gore organize edilmistir. Herhangi bir stres yaratict kosul ile
karsilastirilmamaglar, aglik, korku, susuzluk, asirt nem azligi/fazlaligi, sicaklik azligi/fazlalhigi,
islem harici insan temasi gibi girisimlerden kaginilmistir. Her tiirlii girisim, deney hayvam
kullanim1 sertifikasina sahip yetkili personel tarafindan gergeklestirilmistir. Bu gruptaki
hayvanlar, TNBS kimyasalina maruz birakilarak deneysel Kkolit olusturulmustur. Deneysel
kolit olusurulmadan 6nce herhangi bir tedavi edici ajan verilmemis olup, deneysel kolit
uygulandiktan sonraki 3 giin boyunca bu grup hayvanlarina 100 mg/kg dozunda beta glukan
gavaj yoluyla intragastrik olarak verilmistir. Kolit uygulamasi i¢in Kaniil vasitasi ile %37
Etanolde ¢oziinmiis 25 mg TNBS rektal olarak bu gruba verilmistir. Bu islem anestezi altinda
yapilmistir. Anestezik elemanlar olarak ketamin-ksilazin kullanilmis olup, anestezi etkisi
gectikten sonra kayipsiz sekilde grup igerindeki siganlar deneyin sonlandirilmasina dek
yasamlarina devam etmislerdir. Kullanilan anestezi dozu 75 mg/kg Ketamin ve 8 mg/kg
dozunda Ksilazin seklindedir. Deneyin sonlandirilmasi ve gerekli dokularin alinmasi i¢in de

Ketamin-Ksilazin anestezisi kullanilmistir.
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4. TNBS + 10 Giinliik Beta Glukan (BG2) Grubu: TNBS +10 giinliik beta glukan (BG 2)
grubundaki hayvanlar, uzun stireli tedavi grubu olup, deney grubuna uygulanan deneysel kolit
lizerine tedavi edici ajanlarin olumlu sonu¢ verip vermedigini arastirmamiza imkan
saglamaktadir. Diger tedavi grubunda oldugu gibi deneysel kolit sonrasinda uygulanan tedavi
edici ajana ilave olarak deneysel kolit olusturulmadan 6nce 7 giin siiresince tedavi edici ajan
verilmeye devam edilmistir. Gruptaki siganlar diger gruplar1 olustururken oldugu gibi
randomize sekilde kiyassiz secilmis, kontrol, deney veya tedavi grubu olacagi rastgele
tanimlanmistir. Herhangi bir grubun tiiyesi olan siganlarin herhangi bir farkliligi, patolojisi
veya anormalitesinin olmadigr deney Oncesinde deney hayvanlar1 laboratuvari tarafindan
saptanmistir. Bu grup hayvanlarin beslenmeleri, hareket alanlar1 ve aydinlik/karanlik
diizenleri diger gruplar ile aym sekildedir. Beslenmeleri standart sigan yemi ile ad libitum
seklinde gerceklesmis, ictikleri su giinliilk yinelenerek katkisiz olarak ¢esme suyu seklinde
verilmistir. Oda kosullar1 deney hayvanlarina uygun sicaklik ve nemde, 12 saat aydinlik, 12
saat karanlik prensibine gore organize edilmistir. Herhangi bir stres yaratict kosul ile
karsilastirilmamaslar, aglik, korku, susuzluk, asirt nem azligi/fazlaligi, sicaklik azligi/fazlaligi,
islem harici insan temasi gibi girisimlerden kaginilmistir. Her tiirlii girisim, deney hayvani
kullanim1 sertifikasina sahip yetkili personel tarafindan gergeklestirilmistir. Bu gruptaki
hayvanlar, TNBS kimyasalina maruz birakilarak deneysel kolit olusturulmustur. Deneysel
kolit olugsurulmadan 6nce 100 mg/kg dozda beta glukan 7 giin siiresince gavaj yoluyla
intragastrik olarak verilmis olup, deneysel kolit uygulandiktan sonraki 3 giin boyunca da bu
grup hayvanlarina 100 mg/kg dozunda beta glukan gavaj yoluyla intragastrik olarak
verilmistir. Kolit uygulamasi i¢in kaniil vasitasi ile %37 Etanolde ¢oziinmiis 25 mg TNBS
rektal olarak bu gruba verilmistir. Bu islem anestezi altinda yapilmistir. Anestezik elemanlar
olarak ketamin-ksilazin kullanilmis olup, anestezi etkisi gegtikten sonra kayipsiz sekilde grup
icerindeki sicanlar deneyin sonlandirilmasina dek yasamlarina devam etmislerdir. Kullanilan
anestezi dozu 75 mg/kg Ketamin ve 8 mg/kg dozunda Ksilazin seklindedir. Deneyin
sonlandirilmast  ve gerekli dokularin alinmasi ig¢in de Ketamin-Ksilazin anestezisi

kullanilmastir.
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3.1.3. Kolit Olusturma

TNBS ile kolit olusturulacak hayvanlar, uygulama yapilmadan yaklasik 24 saat once
a¢ birakildi. Calisma giinii hayvanlarin bagirsaklar1 bosaltildi. Bagirsak bosaltma islemi,
hayvanin kuyrugundan tutulmak siiretiyle defekasyon refleksini uyarmak amaciyla arka
ayaklar1 iizerinde ziplamasi saglanarak yapildi. Her hayvan yaklasik 20 dk bu isleme tabi
tutuldu. Ketamin (75 mg/kg) ve Ksilazin (8 mg/kg) anestezi altinda, 0,8 ml TNBS (%37’lik
etanol ig¢inde ¢oziinmiis 25 mg 2,4,6 - trinitrobenzen siilfonikasid) bir polietilen kaniil
aracilifiyla anal orifisten 8 cm iceriye girilmek siiretiyle verildi. Kolit olusumu sonrasinda
sicanlar bir siire daha bas asag1 pozisyonda tutuldu. Sham grubu hayvanlarada ayn1 islemler

yapildi. TNBS yerine serum fizyolojik verildi.

Ratlarin sakrifiye edilmesi dekapitasyon islemi ile gerceklestirildikten sonra aniisten
iceriye dogru kolonun son 10 cm’lik segmenti ¢ikartildi. Kolon segmenti longitudinal olarak
acilarak serum fizyolojik ile yikandi, segmentin yarisi histopatolojik inceleme yapilmasi
amactyla direkt formal sollisyonuna kondu, kolon segmentinin diger yarist biyokimya
caligmalarinda kullanilmak {izere -800C’ye konuldu. Dokularin biyokimyasal analizinde,
myeloperoksidaz (MPO), malonildialdehid (MDA), katalaz (CAT), ve glutatyon (GSH)

diizeyleri incelendi.

3.1.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Kitler

Analizler esnasinda kimyasal madde ve kit olarak asagidaki malzemeler kullanilmistir.

1. TNBS (SIGMA,P2297)

2. NaClI (sodyum kloriir) (Merck, 6400)

3. Etanol absolute (Sigma, 32221)

4. Ketamin ( Alfasan international B.V. Holland)
5. Ksilazin ( Alfazyne %2 Alfasan Holland)

6. Beta Glukan 100mg

7. Fosfat Tampona (PBS)

8. MDA Kiti (Lipid Peroxidation Colorimetric / Fluorometric Assay Kit, BioVision,
Catolog # K762-100)
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9. MPO Kiti (Myeloperoxidase Activity Colorimetric Assay Kit, BioVision, Catalog #
K744-100)

10. GSH Kiti (Glutathione activity Colorimetric Assay Kit, BioVision, Catolog # K762-
100)

11. CAT Kiti (Catalase activity Colorimetric/Fluorometric Assay Kit, BioVision,
Catolog # K773-100

3.1.5. Kullanilan Cihazlar
Analizler esnasinda Adnan Menderes Universitesi Merkez Arastirma labratuarinda

bulunan asagidaki cihazlar kullanilmistir.

1. Santrifiij (Hettich Zentrifiigen Mikro 200R UK, San Bio Medikal)

2. Santrifiij (Hettich Zentrifiigen Rotina 420)

3. Vorteks (Labnet International Inc. Edison NJ, USA)

4. Hassas terazi (SARTORIUS AG BP 610, GERMANY)

5. Derin Dondurucu (-80) (SANYO MDF U5186S, JAPAN)

6. Ultra saf su cihaz1 (SS 200 Simsek Lab. ANKARA)

7. Elisa Okuyucu (Diagnostic Automation, Inc. DAR800)

8. Otomatik Plate Yikayici (Plate Washer DAS)

9. Inkiibasyon Cihaz1 (Microtec.Type Ak 120, Infors Ag Switzerland)

10. Homojenizasyon cihazi (Ultra — Turrax T8 IKA- Werke SIGMA- ALDRICH)

3.2. Yontem
3.2.1.Biyokimyasal Analiz
3.2.1.1. Dokularin Homojenizasyonu
Kontrol ve deney guruplarinda kullanilan siganlarin barsak dokulari ¢ikarildi. Barsak

cikarilmasi igslemi tiim gruplar ve hayvanlarda ayni anatomik bolgelerin alinmasi seklinde

gerceklestirildi. Barsak dokusunun igleme alinan kismi ileumun distalinden itibaren 10 cm
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uzunlugundaki kolon pargalar1 seklindedir. Dokular tartilarak homojenize islemi yapilacak
(Ultra Turrax, IKA-WERKE,Germany) cihazi ile ayri1 ayri homojenize edidi. Dokular fosfat
tamponu i¢inde (PBS; phosphate buffer saline; 50 mM pH 7,4) homojonize edilerek doku
glutatyon (GSH) aktivitesi, malonildialdehit (MDA), myeloperoksidaz (MPO) ve katalaz
(CAT) aktivitesenin Olclilmesi amaciyla uygulanan islemlerden sonra doku homojenatlar
daha sonra vortekslendi ve santrifiij edildi (15000 rpm; 15 dk; 4°C ) ve siipernatantlar analiz
icin — 80°C’ de muhafaza edildi.

3.2.1.2. Dokuda Miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi ol¢iimii

MPO 6l¢iimiinde kullanilan kit (Myeloperoxidase Activity Colorimetric Assay Kit,
Bio Vision, K744-100)

Myeloperoksidaz notrofillerin azurofilik  graniillerinde depo edilen lizozomal bir
enzim olup notrofiller tarafindan eksprese edilen peroksidazdir. H,O, ve klordan (HCIO)
olusmasini saglar. MPO ayni zamanda oksitleyici ajan olarak H»O,’yi kullanarak tirozini
tirozil radikaline dontistiiriir. MPO deney kitinde H,O, ve CI ‘den tretilen HCIO taurin ile
reaksiyona girmesi sonucu taurin kloramin olusturur, taurin kloraminde TNB probe ile rengi

elimine etmek i¢in reaksiyona girer. (A=412nm)
Saptama Limiti: 0.05 nmol/ well

Deneyin Yapilisi: 1-50 ml doku siipernati 96 kuyucuga, 5-10 ml pozitif kontrol da
pozitif kontrol kuyucuklarina aktarilir ve volim 50 pl olucak sekilde MPO tampon ile
tamamlanir.50 pl reaksiyon mix’i her kuyucuga konur ve karistirillir. 25°C ‘de 30-120 dk.
Inkiibe edilip tiim kuyucuklara 2ul stop mix eklenir. Tekrar inkiibe edilerek (10 dk) 50 pl
TNB ilave edilir. Okunmas1 412nm’de yapilir.

3.2.1.3. Doku Malondialdehid (MDA) él¢iimii

Lipid peroxidation Colorimetric/Flurometric Assay Kit (BioVision, K739-100, USA)
kullanilarak yapildi. Deneyin uygulandig: giine kadar — 20 %C’de muhafaza edildi.

Oksidatif stres sonucu lipid peroksidasyonu meydana gelir. Lipid peroksidasyonu
sonucu olusan malonildialdehid (MDA), lipid peroksidasyonunun iyi bir gostergesidir.

Viicutta serum ve dokularda bulunan MDA, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile asit ortamda ve
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ylksek 1sida reaksiyona girerek 532 nm dalga boyunda absorbsiyon piki veren MDA- TBA

tirlinii olusturur.
Saptama Limiti: 1 nmol/well

TBA Hazirlanmasi: 250 mg TBA 7,5 ml glasiyel asetik asit i¢inde ¢oziindiiriilerek
iyice homojenize olana kadar karistirildi. Toplam hacim 25 ml olacak sekilde distile su ilave

edildi. Karisimin iyice karigmasi saglanarak ayni giin ¢aligildi.

MDA Standardinin Hazirlanmasi: Ilk olarak 0,1 M MDA standard: hazirlandi: 10 uL
MDA standard: 407 uL distile su ile sulandirildi.0,1 M standarttan 20ul alind1 ve 980 uL
distile su ile karistirilarak 2mM MDA standardi hazirlandi. Bu standarttan kalibrasyon i¢in
ayrilan kuyucuklara sirasiyla 0,2,4,6,8,10 ulL pipetlenerek her bir kuyucugun son hacmi
200uL olacak sekilde distile su eklendi. Bu sekilde, 0,4,8,12,16 ve 20 nmol MDA standartlari

olusturulmus oldu.

Deneyin Uygulamasi: Deney i¢in kapakli cam tiipler kullanildi. Her bir cam tiipe
200uL doku siipernatanti eklenerek iizerine 600uL TBA soliisyonu ilave edildi, 95°C’de 1
saat inkiibasyonu saglandi. Buzlu suda aniden sogutularak 200uL her bir 6rnekten alindiktan
sonra mikroplak iizerinde bulunan 6rnek kuyucuklara tasindi. Absorbanslar 532 nm dalga
boyunda ELISA plak okuyucuda okundu ve standartlar kullanilarak kalibrasyon grafigi ¢izildi

ve sonuglar hesaplandi.

3.2.1.4. Dokuda Katalaz (CAT) aktivitesi dl¢iimii

Katalaz (CAT) Kkiti (Catalase Activity Colorimetric /Fluorometric Assay Kit,
BioVision, K773-100) kullanilmistir. Kit deneyin uygulanacagi giine kadar + 4 °C’de

saklandi.

Katalaz biitiin organizmalarda bulunan ¢ok degerli bir antioksidan enzimdir. En
onemli gorevi hiicrelerde olusan hidrojen peroksiti oksijen ve suya Katilizlemektir. Katalaz
enziminin aktivitesi, ortamdaki hidrojen peroksit miktarinin artmasi ile dogru orantili olarak
artar. Bu deneyde hidrojen peroksit verilerek katalazin hidrojen peroksiti substrat olarak
kullanip katalizlemesi izlenir. Katalizlenen hidrojen peroksit miktar1 ile katalaz arasinda

dogrudan ilski vardir.

Saptama Limiti: 1uU/well
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Deneyin Yapilisi: Kor ve standart hari¢ tiim kuyucuklara 78ul. doku siipernatanti
konduktan sonra, yeni hazirlanmig 12ul 1 mM H0; 6rnek kuyucuklara ilave edilerek
25°C’de 30 dk inkiibe edildi. Sonraki basamaga gegmeden 10 uL stop soliisyonu eklendi.
Tiim kuyucuklara reaksiyon karisimindan (46 uL assay buffer, 2 uL oxired prop, 2 uL HRP
soliisyon) 50 uL eklenerek 25°C’de 10 dk beklendi. ELISA plak okuyucuda 570 nm dalga
boyunda okuma yapildu.

3.2.1.5. Dokuda Gulutatyon (GSH) aktivitesi ol¢iimii

GSHPx- Kiti (Glutathione Peroxidase Activity Colorimetric Assay Kit, BioVision,
K762-100) kullanilarak yapildi. Deneyin uygulanacagi gine kadar -20 °C’de saklandi.
Glutatyon birgok hiicrede yer alan metabolizmada 6nemli rol oynayan bir proteindir. Okside
GSH’nun hiicrede glutatyon peroksidaz (GSH-PX) enzimi ile rediikte glutatyona doniismesi
sirasinda tiiketilen NADPH miktar1 ile GSH-Px dogru orantilidir. NADPH ‘daki azalma 340

nm’de okundu.
Saptama limiti: 0,5 nmol/well

NADPH Standardi: 40 mM NADPH soliisyonu i¢in 0,5 ml dH,O liyofilize NADPH

ile karistirilir.

Deneyin Uygulanisi: 50 ul doku siipernatanti kor ve standart kuyucuklar hari¢ tim
kuyucuklara tagindiktan sonra 40 uL reaksiyon karisimi (33 uL deney tamponu, 3 uL 40 mM
NADPH soliisyonu, 2 uL. GR, 2 uL GSH soliisyonu) ilave edildi.

Stipernatanttaki mevcut okside glutatyonu yok etmek i¢in 15 dk inkiibe edildikten
sonra 10 uL H,0; ilave edilerek absorbanslar mikroplak okuyucuda belirlendi. Sonuglar

nmol/ gram olark ifade edildi.

3.3. Histolojik Analiz

Barsak analizleri %10’luk nétral formaldehid soliisyonunda 4°C’de 24 saat boyunca
fikse edildi. Numuneler daha sonra rutin histolojik prosiidiirde yapilan islemlere (etonelde
dehidrasyon ve xylene’de temizleme ) tabi tutlarak parafin bloklara gomiildii. Parafin
bloklardaki numuneler, bir mikrotomla (Leica RM 2135) randomize bi¢imde 5- pum’lik

dilimlere ayrildi. Bu dilimler, haematoxylin- eosin ile boyandiktan sonra entellan ile inkiibe
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edildi. Fotograflar, Olympus BX51 microscopa monte edilmis bir Olympus DP20 Digital
kamera ile kaydedildi.

TNBS ile olusturulan kolitin dokularda hasar diizeyini belirlemek igin histolojik
derecelendirme skalast  kullanildi. Bagirsakta degerlendirilen parametreler, doku
hasari/nekroz, infllamatuar hiicre inflatrasyonu, submukozal 6dem ve mukoza hemorojisi
(Gue ve ark, 1997; Gonzalez ve ark, 1999). Her parametre, degisikliklerin derecesine gore 0
ile 3 arasinda derecelendirildi. Doku numunelerinin mikroskobik skorlanmasi gruplarin

icerigini bilmeyen bir gozlemci tarafindan gerceklestirildi.

3.3.1. Makrokobik Skorlama

Makroskobik skorlama, tablo 4’deki kriterlere gore yapildi.

Tablo 4: Kolon mukozasinin makroskopik skorlama olciitleri (Millar ve ark (1996)’dan

modifiye edilmistir.)

Kolit Skoru Gozle Goriilen Morfoloji
0 Makroskobik degisiklik yok
1 Sadece mukozal eritem mevcut
2 Hafif mukozal 6dem, yiizeyel kanama ya da kii¢iik erozyon
3 Orta derece 6dem, kanayan iilserler ya da erozyonlar
4 Ciddi tilserasyon, erozyonlar, 6dem

3.3.2. Histolojik (Mikroskopik ) Skorlama

Hasar/ nekroz, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, submukozal 6dem, mukozal hemoroji

histopatolojik incelemede kalin bagirsakta degerlendirirlen paremetrelerdir (gonzalez ve ark
1999,Gue ve ark, 1997).
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Tablo 5: Kolon mukozasinin mikroskobik skorlama kriterleri (Gonzalez ve ark (1999); Gue

ve ark (1997)’den modifiye edilmistir.)

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

3.4. istatiksel Analiz

Calismada elde edilen veriler dogrultusunda GraphPad Prism 6 paket programi ile
degerlendirilmistir. Kolmogorov Simirnov testi araciligiyla nicel verilerin normal dagilim
gosterdigi belirlendi. Gruplarin arasindaki karsilastirmalarda Mann Whitney U testi kullanilda.

[statistiksel anlamlilik i¢in P < 0.05 olan degerler anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda, TNBS ile olusturulan deneysel kolit modelinde gastirik gavaj yoluyla

uygulanan - glukan’nin sican barsaginda tedavi edici etkisi incelenmistir.

Tablo 6: Doku MPO, MDA, GSH, CAT seviyeleri ve histoloji skorundaki degisiklikler

a, P < 0,05 6nem derecesinde; b, P < 0,001 6nem derecesinde TNBS gurubuna gore

anlaml fark oldugunu gostermektedir.

Sham TNBS TNBS +3 TNBS + 10

Histoloji | Nekroz 0 3 0 0
Skoru inflamasyon | O 3 2 1

Odem 0 2 2 1

Hemoraji 0 2 2 0
GSH (16.58 + 0.9294)° (9.304 + 0.3836) | (11.46 £ ( 1224 +
nmol/mg 0.6664)° 0.4989)°
MDA (239.5 + 6.959)* (265.6 +4.512) | (2523 +] (2384 +
nmol/g 4.225) 4.861)*
Katalaz (4.540 + 0.2348) (4.116 +0.3381) | (3.918 +](3763 +
mU/ml 0.2618) 0.2244)
MPO (10.13 = 0.5045)° (13.68 £0.4157) | (12.13 + | (11.39
Ulg 0.5676)° +0.4712)

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Biyokimyasal analizlerin gerceklestirilmesi i¢cin homojenize edilmis kolon dokulardan
alinan 6rnekler uygun tamponlarda isleme alinarak, biyokimyasal kitler araciligi ile enzim

miktar ve aktivite degerleri saptanmisir.

Biyokimyasal analizde doku MPO diizeyleri en yiliksek TNBS grubunda (13.68
+0.4157) olup, Sham grubuna (10.13 + 0.5045)b gore anlamli seviyede artmistir (P<0,001).
TNBS +3 (12.13 £ 0.5676)* ve TNBS +10 (11.39 £0.4712)% gruplarinda da MPO diizeyleri
artis gostermesine karsin, tedavi gruplarinda MPO diizeyleri TNBS grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde azalmistir (p<0,05). Bu sonuglar BG’nin anlamli diizeyde MPO
olusumunu azalttigin1 gostermektedir. Tedavi gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda
TNBS +3 grubu TNBS+ 10 grubuna gore artis gdstermesine ragmen istatiksel olarak anlamli
degildir (P>0,05, Tablo 6).

47



Doku MDA degerleri TNBS grubunda (265.6 = 4.512), Sham grubuna (239.5 +
6.959)% kiyasla anlaml seviyede artmistir (P < 0,05). Tedavi gruplarmda TNBS+3 (252.3 +
4.225)* ve TNBS+ 10 (238.4 + 4.861)% ise her ikisinde de TNBS grubuna gore azalma
gbzlenmis olup TNBS +10 grubunda daha fazla miktarda gergeklesmistir. Tedavi guruplari
kendi aralarinda kiyaslandiginda TNBS+10 grubunda TNBS+3 grubuna gore daha fazla

azalma gozlenmekte olup istatistiksel olarak anlamlidir (P< 0,05, Tablo 6)).

Doku GSH degerleri en yiiksek deger Sham grubunda (16.58 + 0.9294)° gozlenmistir.
Bu deger TNBS grubundan (9.304 + 0.3836) anlamli sekilde yiiksektir (P< 0,001). Tedavi
gruplarindan TNBS+3 (11.46 £ 0.6664)* ve TNBS+10 ( 12.24 + 0.4989)b gruplart TNBS
grubuna (9.304 + 0.3836) gore anlaml diizeyde yiiksektir.Tedavi gruplarindan TNBS+10

grubunun istatistiksel anlamliligit TNBS+3 gurubundan daha fazladir.

Tedavi gruplari kendi arasinda kiyaslandiginda TNBS+3 ve TNBS+10 arasinda,
istatistiksel a¢idan anlamli diizeyde artig saptanmamustir (P>0,05, Tablo 6).

Doku Katalaz degerleri Sham grubunda (4,54 + 0,235), TNBS grubunda (4,116+
0,338)%, TNBS+3 grubunda (3,918 £ 0,262)* ve TNBS+ 10 (3,763 + 0,224)% ise seklinde
bulunmustur. Sham grubundaki degerler kolit ve tedavi gruplarina kiyasla daha yiiksek
bulunsa da anlamli bir farklilik s6z konusu degildir (P> 0,05, Tablo 6) .

4.2 Makroskobik Skorlama

Kontrol ve deney grubu hayvanlarda kolon mukozasinin makroskobik skorlamasi

Tablo 4°deki kriterler esas alinarak yapildi.

Resim 1: Kontrol Grubundan Alinan Makroskobik Kolon Ornekleri
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Resim 4: Kolit+10 Grubundan Alinan Makroskobik Kolon Ornekleri

4.3. Histolojik Bulgular
4.3.1. Histolojik (Mikroskobik) Skorlama

Histolojik skorlama Tablo 5°de wverilen kriterler esas alinarak yapildi. Kolit
olusturulmadan 6nce 7 giinliik profilaktik doz olarak verilen BG gastrik gavajla 100 mg
/kg/giin dozunda ve Kolit olusturulduktan sonra 3 giin boyunca gastrik gavajla uygulanan
(TNBS+10) grubu, kolit olusturulduktan sonra 3 giin boyunca BG gastrik gavajla (TNBS+3)

grubunun mikroskopi skorlari tizerindeki etkisi asagidaki tabloda gosterilmistir. (Tablo 6)
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Tablo 7: Histolojik (mikroskobik) Skorlama (Ortalama)

Mukozal Inflamasyon Odem Hemoraji
Hasar/Nekroz
Sham Kontrol |0 0 0 0
TNBS 3 3 2 2
TNBS+3 BG 0 2 2 2
TNBS+10BG |0 1 1 0

Sham-kontrol grubunda herhangi bir hasar goriilmezken, TNBS grubunda siddetli
derecede (3) mukozal hasar, inflamasyon ve orta siddetli (2) 6dem ve hemoraji gézlenmistir.
TNBS+3 grubunda orta dereceli (2) inflamasyon, 6dem ve hemorajik odaklar izlenmektedir.
TNBS+10 grubunda ise mukozal harabiyet ve hemoraji bulgusuna rastlanmazken, hafif

dereceli (1) inflamasyon ve 6dem izlenmektedir.

4.4. Histolojik Sonuglar

Resim 5: Sham kontrol grubuna ait dokunun histopatolojik 6zellikleri(10X-40X).
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Resim 6: TNBS grubuna ait dokunun histopatolojik 6zellikleri (10X-40X). Mukozal epitel
doku hasardan dolay1 silinmis, yogun 16kosit infiltrasyonu mukozal (lamina propria) ve daha
derin dokularda izlendi. Submukozaya uzanan mukozal iilserasyon ve hemorajik alanlar,

submukozada yogun 16kosit infiltrasyonu goriilmektedir.
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Resim 7: TNBS-BG+3 grubuna ait dokunun histopatolojik dzellikleri (10X-40X)
Mukozal ve submukozal yapilarda iyilesme gbzlenmis olup epitelizasyon ve rejenere olmus

tilserasyon alanlari izlenmektedir.
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Resim 8: TNBS-BG+10 grubuna ait dokunun histopatolojik 6zellikleri (10X-40X) Mukozal
epitel biitinliigiic korunmus olup hemorajik alan goériilmemektedir.Sham kontrol grubuna

histolojik olarak en yakin grup olarak izlenmistir.
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5. TARTISMA

Inflamatuar barsak hastaligi; UK ve CH’m kapsayan kesin etyolojisi bilinmemesine
ragmen, genetik, cevresel mikrobiyal ve immiin faktorlerin katkida bulundugu gastrointestinal
sistemde kronik degisikliklere neden olan bir hastalik grubudur (Martin ve ark, 2006).
Inflamatuar barsak hastaliginin patogenizinde &nemli bir etken olarak epitel bariyerin
bozulmasi olarak bildirilmektedir. intestinal bariyeri ge¢memesi gereken immiinojenik olan
maddeler monosit, nétrofil ve makrofajlar’in asir1 uyarilmasina neden olarak nétrofiller,
artmig reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri ile karakterize anormal immun ve inflamatuar yanit
olustururlar. Interlokin (IL-1, IL-6) ve tiimdr nekrozis faktor alfa (TNF-o) gibi degisik
proinflamatuar sitokinler, kemokinler ve adhezyon molekiillerinin iIBH patogenezine katkis1
oldugu bilinmektedir. Immun sistemin bozulmus yamtiyla intestinal inflamasyon ve mukozal
doku hasar1 meydana gelir. (Schmidt ve Stallmach, 2005; Thompson-Chagoyan ve ark,2005;
Pravda, 2005). Calismamizda kimyasal ajan (TNBS) wvasitasiyla intestinal yaygin
inflamasyon, mukoza, submukozal ve daha derin tabakalarda (trans mural) doku hasari
olusturuldu. Trinitrobenzen sulfonik asid (TNBS) ile deneysel kolit olusturulmus olan
sicanlarda, antioksidan ve anti- inflamatuar mekanizmalar araciligiyla, beta glukanin kolonik

doku hasari tizerindeki etkisi arastirildi.

Bu calismada kullanilan TNBS kolit modeli ile kolit olusturulan tiim deneme
gruplarinda belirgin makroskobik degisiklikler saptanmistir. (Gorlintii 1-4) Jurjus ve ark
(2004), TNBS kolitinde mukozal bariyerin etanol ile ortadan kaldirildigini ve sonrasinda doza
bagimli olarak kimyasal maddenin mukozal, submukozal, miiskiiler ve seroz tabakaya daha
iyi penetre olmasini saglayarak iilserasyon ve inflamasyon’un transmural olarak gelistigini
ileri siirmiislerdir. Inflamatuar siire¢ ve yara gelisiminin uygulanan kimyasalin dozuna baglh
olabilecigini bildirmislerdir. TNBS ile olusturulan kolitte klinik ve histopatolojik degisimler
48 saat sonra baslayip 8 hafta siiresince devam eder. Bu ylizden TNBS koliti kronik kolit i¢in
uygun bir modeldir. Diger kolit modellerindeki mukozal ve submukozal tutulum gésterirken
TNBS ile indiiklenmis kolitte her zaman transmural akut kolit gelisir (Elson ve ark, 1995;
Zhou ve ark, 2006). Ayni sekilde Morris ve ark (1989)’da TNBS kolit modelinde yaygin
mukozal 6dem, nekroz ve ilserasyonlar gozlendigini bildirmislerdir. Yaptigimiz ¢alismada
mikroskobik histolojik skorlamada TNBS uygulanmis tiim gruplarda histolojik preperatlar
doku hasar1 gelisimi agisindan sham kontrol grubu ile kiyaslandiginda inflamasyon ve

mukozal hasar saptandi. TNBS uygulanan gruplar arasinda TNBS grubunda histolojik
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skorlamada siddetli iilserasyon ve inflamasyonla birlikte orta derecede 6dem ve hemoroji
gozlendi. Ayrica TNBS grubunda mukozal tabakada epitel hiicrelerin kaybi, lamina
propriyada yaygm olarak ve daha derin tabakalarda polimorfoniikleer 16kosit (PNL)
infiltrasyonu ve ilserlesmis alanlar izlendi. (Resim 6) TNBS+ 3 BG grubunda histolojik
skorlarinda orta dereceli inflamasyon 6dem ve hemoroji gozlenmistir. Mukozal tabakada
TNBS’e bagh olarak hasar gérmiis epitel dokusu, mukozal, submukozal ve diger tabakalarda
iyilesme gozlenmis olup sham kontrol grubundaki doku yapisina benzerligi artmistir (Resim
7). TNBS+ 10 BG grubu histolojik skorlarinda hafif derecede inflamasyon ve 6dem goézlendi.
TNBS+10 BG grubu histolojik yapi itibariyle sham kontrol grubuna en yakin grup olup
mukozal dokudaki epitelizasyon, kriptlerin diizgiin yapisi, lamina propria ile submukozal ve
daha derin tabakalarindaki yara iyilesmesi gézlenmesi, beta glukanin kolit dncesi profilaktik
doz uygulamasmin deneysel kolit modelinde barsak dokusundaki yara iyilesmesine katkida
bulundugu kanisindayiz. Benzer ¢alismalarda TNBS kolit modelinde histolojik incelemelerde
mukoza ve submukozada polimorfo niikleer 1okosit, makrofaj, lenfosit, bag dokusu ve

fibroblastlardan olusan inflamatuar yanitin gelistigini bildirmislerdir (Zhou ve ark, 2006).

Tsukada ve ark (2003), yaptiklart bir ¢alismada farelerde B- glukan uygulanarak
sindirim sistemindeki immiin parametreleri inceleyerek sindirim sisteminde mukozal

bagisiklig1 giiclendirdigini bulmuslardir.

Cesitli hastaliklarin patofizyolojisinde rol alan serbest radikaller, zincir reaksiyonlari
esnasinda doku hasari (lipid peroksidasyonu) meydana getirerek intestinal mukozal bariyerin
bozulmasina ve kolit gelisimine katkida bulunurlar ( Norris ve ark, 1982; Selve, 1992; Liu ve
ark, 2003). Inflamasyon esnasinda meydana gelen reaksiyonlarda siiperoksit, hidrojen

peroksit ve hidroksil radikali gibi reaktif oksijen tiirleri olusur.

TNBS kolit modelinde Ademoglu ve ark (2004) yaptigi bir ¢aligmada E vitamini ve
selenyumun iilseratif kolitin patogenizinde ya da idame tedavisinde, oksidan ve antioksidan
denge arasindaki uyumunu aragtirmak amaciyla yaptiklari ¢calismada TNBS ile tedavi edilen
grup 4’e ayrildi iki hafta siireyle yapilan calismada ilk gruba sadece TNBS uygulandi 2. Grup
E vitaminini intra peritoneal 30 mg/kg uygulandi 3. Grup selenyum ihtiva eden su icerilerek
verildi (sodyum selenat 4ppm/L), 4.gruba E vitamini + selenyum uygulandi. Gruplar arasinda
TNBS grubu ile karsilastirildiginda en az mukozal hasar E vitamini ve selenyumun
uygulandigr grupta gézlemlendi (P<0,01) ayrica TNBS kolite 6zgiil gézlemlenen iilserasyon

dokusuda kombine tedavinin (E vit +seleneyum) uygulandigi grupta rejenere olmus iilser

55



dokular1 saptandi. Yine oksidatif stres parametresi olan MDA, protein karbonil ve xantin
oksidaz, sadece E vit uygulanan gurupta anlamli sekilde diistiigii ancak kolon lezyonlarinin
iyilesmesi kombine tedavinin yapildigt E vit + selenyum alan grupta oldugu goriilerek,
antioksidan spesifik besinlerin tedavide faydali etkilerinin olabilecegi diisiintildii. Nosalova ve
ark, (2000) asetik asitle indiiklenen kolit modelinde de N-asetil sistein tedavisinin antioksidan
ozellik gosterdigini bildirmislerdir. Caligma bulgularimiz ile biz de, beta glukanin kolonik
dokudaki hasar1 azalttigini gostermis olup ayrica beta glukan tedavisinin antioksidan 6zelligi

ile lipid peroksidasyonunu azalttigini da gézlemledik.

Silva ve ark, (2015) Periodontal hastalikli diabetik siganlarda yapilan bir ¢alismada 28
giin oral yolla uygulanan - glukanin kan glukoz seviyeleri ve dis koklerindeki kemik kaybini
azlattigin1 bildirmislerdir. Beta glukanin bilinen antioksidan 6zelligi Sener ve ark (2005),
sicanlarda ¢ekal ligasyon ve delme sonucu sepsis olusturduklar: siganlarda kalp, beyin, bobrek
karacigerde oksidatif organ hasarna karsi koruyucu roliinii arastirdiklari ¢alismada,
organlarda sepsis sonrasi gelisen TNF-a seviyelerini diigiirdigii gozlenmistir. Kayali ve ark,
(2005) B- glukanin deneysel olarak olusturduklar: spinal kord yaralanmasinda, oksidatif hasari
azalttigin1 belirtmislerdir. Sener ve ark (2006), yapilan bir ¢alismada, mesane ve bdbrek
dokularinda pB-glukanin nikotinle olusturulan oksidatif hasara karsi koruyucu etkisini
arastirdiklarinda, dokularda lipit peroksidasyonuna bagli gelisen olaylar1 antioksidan

enzimlerin aktivitelerini artirarak etki ettikleri gézlenmistir.

Calismamizla elde ettigimiz sonuglarda B-glukan’in antioksidan etkisini litaretiirle
uyumlu bulduk. MDA ve nétrofil birikiminin gdstergesi olan MPO diizeyleri BG tedavi
gruplar1 ve sham kontrol grubunda TNBS kontrol grubuna gore diisiik degerde saptandi. Beta
glukan antioksidan parametre gostergesi olan glutatyon (GSH), BG tedavi gruplarimizda
TNBS kontrol grubuna gore seviyesinde artis gostermis olup beta glukanin antioksidan bir

ajan olarak tedavi edici 6zellik tasidigi ¢alismamiz ile gosterilmistir.

Organizmada oksidan ve antioksidan sistem arasindaki denge doku hasarinin gelismesi
ve artmasinda onemlidir. Serbest radikaller organizmada normal metabolizma sirasinda ve
cevrede siirekli olarak iiretilirler. Oksidan hasar1 onleyen antioksidanlar, glutatayon (GSH),
katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD) ve myeloperoksidaz (MPO) gibi enzimatik
endojen antioksidanlar ile ¢esitli vitamin ve minarellerdir (Tarig, 1988; Rock ve ark, 1996;

Valko, 2007; Ek ve ark; 2008). Calismamizda ilgili antioksidan parametreler incelenmis,
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antioksidan parametrelerde tedavi siireci ile artig, oksidatif hasarda ise azalma oldugu tespit

edilmistir.

Glutatyon, oksidatif strese karsi 6nemli hiicre i¢i savunma komponenetlerinden biridir.
Glutatyon inflamatuar hastaliklarda azalabilir. Farelerde yapilan bir ¢alismada glutatyon
eksikligi olan hayvanlarda jejenum ve kolon mukozasainda ciddi yapisal bozukluklar
izlenmistir (Oz ve ark, 2005). Yapilan baska bir ¢alismada Oz (2009), sicanlarda olusturulan
deneysel kolit modelinde etil piriivatin etkisini incelemis ve etil piruvatin antioksidan
ozelligini aragtirmak amaciyla kolon dokusu glutatyon diizeyleri ilizerine calismis, tedavi
grubundaki GSH diizeyleri diiz kolit gurubuna gore anlamli seviyede yiiksek bulunmustur.
Etil piruvatin antioksidan 6zelligi sayesinde GSH kullanimina engel olmustur. Sehirli ve
arkadaslarmin 2009 yilinda yaptigi, alfa lipoik asitin TNBS ile indiiklenmis deneysel kolit
modelinde koruyucu etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada kalin bagirsak doku GSH diizeyleri
antioksidan tedavi ajami verilen grupta diiz kolit grubuna goére anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. Bizim ¢alismamizda da beta glukan verilen gruplarda doku GSH diizeyleri diiz

kolit grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.001).

Yapilan ¢aligmalarda olusturulan kolit modellerinde CAT diizeyleri incelenmistir.
Kuralay ve ark (2003), asetik asitle indiikledikleri kolit modelinde CAT aktivitesinin kolitle
birlikte degisime ugramadigimi bildirmislerdir. TNBS kolit modelinde dekspantenol’iin
etkisinin incelendigi bir c¢alismada tedavi gruplarn arasinda istatistiksel bir fark
bulunamamistir (Demirtas, 2016). Yildiz’in 2013 yilinda yaptig1 baska bir ¢alismada TNBS
ile olusturulan kolit modelinde resveratrol’iin gruplar arasindaki CAT diizeylerine anlamli bir
etkisi olmamistir. Bizim c¢alismamizda da CAT diizeyleri bakimindan gruplar arasinda
istatiksel olarak anlamli bir farklilk bulunamamistir. CAT diizeyinde degisiklik
belirlenememesinin ise diger hiicresel antioksidan sistemlerin daha etkin ¢aligmasi sebebiyle

olabilecegi diistiniilmiistiir.(p> 0,05).

Inflamatuar siiregte gézlemlenen lipid peroksidasyonu, ¢oklu doymamus yag asitlerinin
serbest radikal oksidasyonu ile baslayan otokatilitik zincir reaksiyonlar sonucu membran
yapisindaki bozulmalarla gozlemledigimiz hiicre oliimiine kadar gidebilen reaksiyonlar
toplulugudur. (Halliwel, 1989). Lipid peroksidasyonu sonucu olusan aldehitlerden en iyi
bilineni MDA’dir. Bu nedenle bir dokudaki MDA diizeyi ile serbest radikallerin yikim
seviyesi dogru orantilidir ( Slater, 1984; Girotti, 2000). IBH’1i hastalarda yapilan ¢alismalarda

antiinflamatuar ve antioksidanlar uygulanarak MDA diizeylerinin azaldig1 tespit edilmistir
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(Kuralay ve ark, 2003; Zhou ve ark, 2006). Calismamizda da oksidatif hasarin en 6nemli
belirteclerinden olan MDA kolit grubunda en yiiksek degerlere sahip iken, tedavi siireci ile

MDA degerlerinde azalma tespit edilmistir.

Asetik asitle kolit olusturulan ve N-asetil sistein ile beta glukan + N-asetil sistein
kombine tedavisinin karsilastirildig1 bir ¢alismada, N-asetil sistein ve beta glukan + N-asetil
sistein kombine gruplarinda MDA diizeyinin kolit grubuna gore anlamli azaldig1 gozlenmistir
(Ispiroglu, 2010). TNBS ile olusturulan kolit modelinde profilaktik olarak kullanilan
resveratrol’iin doku MDA diizeyleri TNBS grubuna gore anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur. Kayali ve arkadaslar1 (2005) sicanlar {lizerinde yapmis oldugu spinal kord
yaralanmasinda, travma sonrasi uygulanan intraperitoneal beta glukanin dokularda MDA
seviyesini azaltarak lipit peroksidasyonunu azalttigi bildirilmistir. Calismamizda Kolit
grubunda MDA seviyesi, kolit+3 BG kontrol ve kolit+10 BG kontrol ve sham kontrol ( P<
0,05) gruplarina gére anlamli seviyede artmis olup B- glukan tedavisi ile belirgin sekilde
azalmigtir (P < 0,05; Tablo 6). Tedavi gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda kolit+10
BG grubu, kolit +3 BG grubuna gore MDA degeri daha fazla azalma gozlenmekte olup
istatiksel olarak anlamlidir ( P< 0,05). Degerin bu sekilde anlamli olmasinin nedenini f-
glukanin kolit oncesi profilaktik doz uygulamasinin - glukanin antioksidan 6zelligini
giiclendirdigi kanisindayiz. Sonu¢ olarak - glukanin TNBS ile indiiklenen lipid

peroksidasyonunu bagarili bir sekilde azalttigini1 gdstermektedir.

Myeloperoksidaz dokularda nétrofil infiltrasyonunu gosteren ayrica akut fazda hizla
cevap veren bir enzimdir (Isik, 2009). MPO nétrofillerin azurofilik graniillerinde depo
edilmektedir (Kinkade ve ark, 1983). Isik ve ark, (2011) yaptiklar1 ¢alismada TNBS ile
olusturulmus kolit modelinde ¢orek otu (nigella sativa) yaginin koruyucu etkisini inceledikleri
arastirmalarinda, kolit gruplarinda (kolit ve kolit + ¢orek otu yagi) kontrol grubuna gére MPO
aktivitesinde artis saptanmustir. Tedavi grubunda (kolit + ¢orek otu yagi) ise kolit grubuna
kiyasla anlamli azalmalar gézlenmistir. Litaretiirdeki diger bir caligmada ise Camacho-
Barquero ve arkadaglarinin (2007) yaptig1 calismada Curcuma longa (hint safrani, zerdagal)
bitkisinden elde edilen anti-inflamatuar ve baharat olarak kullanilan curcumin’in kolitteki
etkisi incelenmis ve sonug olarak kolit grubunda artan MPO seviyelerinin tedavi gruplarinda
kolit grubuna gore daha diisiik oldugu saptanmistir. Calismamizda da bu sonuglart destekler

sekilde yalnizca TNBS uygulanmis olan kolit grubundaki kolon dokusu MPO aktivitesi
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degerlerinde artis saptanirken tedavi ile beraber bu degerler sham kontrol grubuna yaklasmus,

fakat tedavi siiresi ile tedavi gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik olugsmamastir.

Gililmen ve ark, (2011) Deneysel aortik iskemi-reperfiizyonda beta-glukanin bobrek
hasari lizerine etkisini arastirdiklar1 bir calismada IR hasarina ugratilmis bir gruba profilaktik
olarak intra gastrik gavaj ile 10 giin siireyle 50mg/kg uygulanan - glukan verilen bir grupla,
diger IR hasarma ugratilmis fakat - glukan verilmeyen gruba gére bobrek IR hasarmin bir
gostergesi olan MPO bobrek doku diizeylerinde anlamli sekilde azalma gdzlenmistir. -
glukanin profilaktik uygulamast MPO diizeylerinde anlamli azalmaya neden olmustur.
Calismamizda 3 giinliik ve 10 giinliik siireyle BG ile tedavi edilen gruplar arasinda anlamli
fark bulunamamustir. (p>0,05).
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6. SONUC VE ONERILER

Beta glukanin anti-inflamatuar ve antioksidan mekanizmalar {izerinden antioksidan ve
bagisiklik sistemi destekleyici etkisi yapilan cesitli ¢aligmalarla goriilmiistiir. Beta glukanin
IBH siirecine olumlu etkisi, tezim yazildig1 siireye kadar alaninda yapilmis olan ilk
calismadir. BG tedavisinin  TNBS ile olusturulmus deneysel kolitteki faydali etkisi
calismamizda gosterilmistir. BG ile tedavi, sicanlarda TNBS ile olusturulan kolitte, kolon
doku hasarini azaltma potansiyeli tasimaktadir. Bu yiizden bu &zellikleriyle BG, IBH’den

korunma ve IBH tedavisinde yeni ve etkili yardimet bir tedavi olarak diisiiniilebilir.

BG’nin deneysel kolit {izerine olan etki mekanizmasi hakkinda bilinenler yukarida
siralandi. Fakat BG’nin hangi mekanizmalar iizerinden etki gosterdigini, molekiiler ve
fizyolojik olarak net bir sekilde ortaya koyan bir ¢alisma su an literatiirde bulunmamaktadir.
Dolayisiyla bu mekanizmalarin saptanmasina yonelik hipotezler, arastirilmaya deger konular

olacaktir.
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