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OZET

[ltihabi barsak hastaliginda (IBH) anemi sik rastlanan bir problemdir. IBH’ de
anemi patogenezinde en sik demir eksikligi ve kronik hastalik anemisi goriilmektedir.
Bu nedenle IBH’ li hastalara antiinflamatuar ilaglarin verilmesi ya da antioksidan
maddeler kullanilarak hastaligin giderilmesi, demir ve vitamin replasmani kadar
onemlidir. Bu deneysel calismada antioksidan ve hiicre koruyucu etkileri oldugu bilinen
likopenin kolitte gelisen anemiyi onlemede muhtemel koruyucu etkisi test edildi.
Calismada 112 adet Sprauge dawley irki erkek sicanlar her grupta 7 hayvan olacak
sekilde kontrol grubu hari¢ 15 gruba ayrildi. Tiim deney gruplarina 0. giinde 120 mg/kg
TNBS intrarektal olarak verildi ve siganlarda akut kolit olusturuldu. TNBS
uygulamasindan bir giin sonra i.p. olarak, 40 mg/kg L-NAME, 1 mg/kg zeytinyagi, 5 ve
10 mg/kg likopen dozlar1 zeytinyaginda (1:1) hazirlanarak, ii¢ giin siire ile (her giin)
verildi. Tiim sicanlardan eter anestezisi altinda intrakardiyak kan ornekleri alinarak
eritrosit, 16kosit ve trombositler sayildi ve SPSS 9.0 paket programi ile verilerin
istatistiksel analizleri yapildi. 1. giinde eritrosit sayist TNBS grubu hari¢ diger
gruplarda diiserken 16kosit sayisi inflamasyonu isaret edecek sekilde artti. Trombosit
sayis1 ise TNBS grubu hari¢ diger tiim gruplarda diistii. 2. giinde eritrosit ve trombosit
sayilar1 TNBS grubu hari¢ diger tiim gruplarda artarken 16kosit sayisi tiim gruplarda
diistii. 3. giinde glinde eritrosit ve trombosit sayilar1 10 mg/kg likopen grubu hari¢ diger
tiim gruplarda artt1. Lokosit sayisi ise 10 mg/kg likopen grubunda artis gosterirken diger
gruplarda 2. giin degerleri ile ayn1 kaldi. Deneysel akut kolit modelimizde likopenin,
hemopoezde ve aneminin 6nlenmesinde etkili oldugunu sdyleyebiliriz ancak ne 6lciide

etkili oldugunu sdyleyebilmek i¢in kronik kolit modellerinin olusturulmasi gerekir.

Anahtar Kelimeler: TNBS, Akut Kolit, Hematoksisite, L-NAME, Zeytinyagi,
Likopen, Antioksidan, Sitoprotektivite, Rat.
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SUMMARY

Anemia is a frequent extra intestinal complication of inflammatory bowel disease
(IBD). It is generally a combination of iron deficiency and anemia of chronic disease (ACD).
For this reason, prescribing anti-inflammatory drugs or remedying the disease through
antioxidant agents is also important, in addition to replacement of iron and vitamins in the
treatment of this disease. The present study aims to determine the possible protective effects of
lycopene, which is known to have both cell-protective and antioxidative effects, upon anemia
that develops in colitis. In the present study, 112 Sprague-dawley male rats were equally
divided into 16 groups, one remaining as the control group. All the study groups were
intrarectally administered 120 mg/kg of trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS), as a result of
which experimental colitis was induced. Just one day after TNBS administration, 40 mg/kg of
L-NAME, 1 mg/kg of olive oil, 5 and 10 mg/kg of lycopene dissolved in olive oil (1:1) was
intraperitoneally given to the rats in the study groups three days in a row. All the rats were
sacrificed after being anesthetized with ether in order to their determine erythrocyte, leukocyte
and thrombosis numbers via intracardiac blood samples. Subsequently, a statistical analysis of
the data obtained was achieved through SPSS 9.0 software package. On the 1% day of the
experiment while the number of erythrocytes decreased in all the groups with the exception of
the TNBS group, the number of leucocytes showed an increase that was deemed as an
indication of inflammation. As to the thrombosis levels, they showed a decrease in all study the
groups excepting the TNBS group. On the 2" day of the experiment, while the number of
erythrocytes and thromboses was observed to have increased in all the groups excepting the
TNBS group, the number of leucocytes decreased in all the study groups. On the 3" day of the
experiment, the number of erythrocytes and thromboses showed an increase in all the study
groups excepting 10 mk/kg Lycopene group, in which the number of leucocytes increased.
However, leucocytes in all the other groups remained at the same levels as they were on the 2.
Based upon the data obtained in this experimental acute colitis model, we can assume that
lycopene is effective in hemopoiesis, as well as in preventing anemia. However, in order to be
able to determine to what extent lycopene exerts this influence, chronic colitis models should be

carried out by further studies.

Keywords: TNBS, Akut Colit, Hematoxicite, L-NAME, Olive Oil, Lycopene,
Antioxidant, Cytoprotectivity, Rat.
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TESEKKUR

Bu tez calismasiin gergeklestirilmesinde ve tiim {iniversite egitimim siiresince
benden hi¢bir zaman yardimlarini, destegini ve tecriibelerini esirgemeyen, biiyiik sabir
ve anlayisla bana yol gosteren degerli danisman hocam ayni zamanda manevi babam
olarak gordiigiim Sayin Dog¢. Dr. Adnan AYHANCT’ ya en igten saygi ve tesekkiirlerimi

sunarim.

Calismam boyunca desteklerini gordiigiim, bilgilerinden yararlandigim degerli
hocalarim Yilmaz ALTUNER ve Sait KILICASLAN’ a sonsuz tesekkiir ederim. Tez
yazim siirecinde yardim ve destegini esirgemeyen Sibel GUNES’ e sonsuz tesekkiir

ederim.

Yine calismam boyunca her zaman yanimda olan arkadaslarim Sevtap
KARABOGA, Seval ALP, Omer Faruk ELCICEK ve Deniz BOZKURT, Miirvet
DEMIRKAYA ve Yasemin TEKIN’ e sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatimin her aninda karsiliksiz sevgileri ve maddi, manevi destekleriyle
yanimda olan, varliklariyla bana gurur ve onur veren basta sevgili babam Semsettin
Cetik ve annem Hanife CETIK olmak iizere, abim M. hadi CETIK, ablalarim Vesile ve
Kezban CETIK, kardeslerim Saim ve Giilsah CETIK’ e tesekkiir ediyorum.

Ayrica her zaman, her kosulda yanimda olduklar1 i¢in ayni sekilde ailemle gurur
ve onur duyuyor, en igten sevgi ve saygilarimi sunuyorum ve bu tezimi sevgili aileme

hediye ediyorum.
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1. GIRIS

[Itihabi barsak hastaligi (IBH), gastrointestinal sistemi tutan ve hastanin yasam
kalitesini etkileyen sistemik bir hastaliktir [Eray, 2009]. Genetik olarak duyarh
kisilerde, ¢esitli antijenlere ya da cevresel faktorlere karst abartili bir immiin yanit ile
meydana gelen, nedeni tam olarak bilinmeyen, kronik seyirli, durgunluk ve aktivasyon
donemleri [Sands, 2006] olan IBH, genel olarak, agizdan aniise kadar tiim sindirim
sistemini tutabilen ve 6nemli dl¢lide mortalite ve morbiditeye neden olabilen bir grup
inflamatuvar hastaliktir [Eray, 2009]. Bazi yazarlar yalnizca Crohn (CH) ile iilseratif
koliti (UK) IBH olarak tanimlarken, bir kismu da bakteriyel, viral, fungal ve parazitik
infeksiyonlar ve 1ilag ile yatrojenik olusturulan veya radyasyon ile gelisen
inflamasyonlar1 da bu grup hastalik igerisinde tanimlamaktadirlar [Kodner ve ark.,
1993].

Anemi, IBH’lerin sik rastlanan bir ekstraintestinal komplikasyondur. Anemi,
genel olarak hemoglobin diizeyinin azalmasi seklinde tanimlanir. IBH’de anemi
nedenleri; demir eksikligi anemisi, kronik hastalik anemisi, vitamin B;, ve folik asit
eksikligi, hemolitik anemi ve kemik iligi slipresyonudur [Harries, 1983; Weatherall,
1984].

Demir eksikligi sonucu eritroblast gelisimi i¢in gereken demir saglanamaz,
kirmiz1 hiicre hemoglobinizasyonu bozulur. Kemik iliginden mikrositik ve hipokromik
kirmiz1 hiicreler salinir. Hemoglobindeki diisiis eritropoezi uyarir ve eritropoezin
artmasi ile daha da artan demir ihtiyaci karsilanamaz. Sonug olarak ineffektif eritropoez
olusur [Cavill, 2002].

Laboratuar bulgular1 demir depolar tiikendiginde ve demir eksikligi hipokromi
ve mikrositozla sonuglandigi zaman gelisir. Ortalama eritrosit hacmi (MCV) azalir
(<80 fl, mikrositoz), ortalama eritrosit hemoglobini (MCH) azalir (<28 pg, hipokromi),
ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu (MCHC) azalir. Periferik yaymada
hipokromi ve mikrositoz goriiliir [Bubley ve Lange, 1993; Hoffbrand ve Pettit, 1994].
Serum ferritin diizeyinde azalma (<12ng/ml) demir eksikligi acisindan anlamlhidir ve
kesin demir eksikligi anemisi tanist konulmalidir. Ancak inflamasyon varliginda
ferritin akut faz reaktan: gibi davranarak yiikselir. IBH’de anemi varhiginda aktif

inflamasyon sirasinda ferritin yanlhs yiiksek bulunabilir. Serum demir diizeyi diisiik



(<30 pg/dl), total demir baglama kapasitesi yiiksektir (TDBK 350-500 pg/dl).
Transferin satiirasyonu (serum demiri/serum demir baglama kapasitesi x100) azalmigtir
(<%10). Kemik iliginde eritroid seride mikronormoblastik hiperplazi mevcuttur.
Kemik iligi biyopsi preparatinda demir boyamasi ile hemosiderin azalmis veya yoktur.
Kemik 1ligi aspirasyonu veya biyopsisi tani i¢in gerekli degildir [Bubley and Lange,
1993; Hoffbrand and Pettit, 1994].

Son yillarda likopen, barsak ve kolit iligskisine ait birka¢ ¢alisma yapilmstir.
Raifen ve arkadaglarimin (2004) iyodoasetamid ile olusturduklar1 deneysel kolit
modelinde, sicanlarin (ii¢ giin) diyetlerine 5-aminosalisilik asit ve likopen verdiklerinde
olusan inflamasyonu ve oksitadif stresi azalttiklarini ileri siirmiislerdir. Ayrica
Martinez-Ferrrer ve arkadaslarinin (2006) Fisher 344 sicanlarinda azoksimetan ile
olusturulmus kolon tiimoérlerinin, diyet olarak verilen likopen ile azaldigini

bildirmislerdir.

Altuner ve arkadaglar tarafindan sicanlarla yapilan deneysel bir kolit modelinde
(2010), metallotioneinlerin (MT) periferik kan parametrelerine dogrudan mitotik bir etki
yaptig1 ve bu etkinin doza bagl olarak periferik kan hiicrelerinin degerlerini artirdigi
goriilmiistiir. Diger taraftan koliti tedavi etmek amaciyla kullanilan yiliksek dozda
N(G)-nitro-L-arginin metil esterin (L-NAME) periferik kan iizerine etkisinin olduk¢a az
oldugu goriilmiis ve iyilestirme etkisini ancak kolit siddetinin azaldig1 deneyin ii¢lincii
giiniinde gosterdigi anlagilmistir. Bu sonu¢ L-NAME’ nin depolanmis kan hiicrelerinin
salmmmin1 saglayabilecegini ortaya koymustur. Bu c¢alismanin sonunda 2.4,6-
trinitrobenzen siilfonik asitin (TNBS) verilmesiyle, deneyin birinci giliniinde periferik
kan degerlerinin oldukca arttigi gozlenmistir. Ancak bu artisin depolanmis kan

hiicrelerinin salinimi seklinde oldugu diistiniilmektedir.

Kolitte, indiiklenebilir nitrik oksit sentetazin (iNOS) asir1 aktivitesinden dolay1
artan nitrik oksit (NO) ve metabolitlerinin toksik etkilerinin ortadan kaldirilmasinda
kullanilan iNOS inhibitorleri ve diger kimyasal maddelerin hem yan etkilerinin fazla
olmasi1 hem de tedaviye tam cevap verememesine bagli olarak basari saglanamadigi

belirlenmistir [Altuner ve ark., 2010].

Yaptigimiz ¢alismada, siganlarda TNBS ile olusturdugumuz deneysel kolitte,

antioksidan 6zelligi iyi bilinen likopenin reaktif oksijen tiirlerine ve olusan oksidatif



hasara karst koruma saglayip saglamadigini kan parametreleri ile belirlemeyi

amagcladik.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Iltihabi Barsak Hastalig

[Itihabi Barsak Hastalig1 (IBH), ince ve kalin barsagm cesitli katmanlarmi tutan
bir hastalik grubudur. Bazi yazarlar yalnizca Crohn (CH) ile iilseratif koliti (UK) iIBH
olarak tanimlarken, bir kism1 da bakteriyel, viral, fungal ve parazitik infeksiyonlar ve
ilag ile yatrojenik olusturulan veya radyasyon ile gelisen inflamasyonlar1 da bu grup
hastalik icerisinde tammmlamaktadirlar. CH ve UK, siiresi ve siddeti degisken
alevlenmeler ve remisyonlar ile karakterizedirler. Genel olarak klinik seyirlerini tahmin
edebilmek oldukga giigtiir. CH birincil olarak ince barsagi, 6zellikle de ileumu tutarken,
UK ise sadece kolon hastalig1 olarak ortaya cikar. Her iki hastalik da gerek belirti ve
bulgulari, gerekse seyirleri acisindan genel olarak birbirlerine benzerler. Her ikisi de,
barsak dis1 birgok organda olusturabildikleri komplikasyonlar ve malignite
potansiyelleri nedeniyle, kolon ve rektum hastaliklar1 arasinda 6nemli yer tutmaktadirlar

[ Kodner et al., 1993].

UK, kolon ve rektum mukozasini tutan, tekrarlayan inflamasyon ve iilserlerle
karakterize, remisyon ve relapslarla seyreden kronik bir hastaliktir. Kadin/erkek orani
hemen hemen biitiin yas gruplarinda 1’ e yakindir ve en ¢ok 15-40 yas grubunda
goriilmektedir.  Olgularin %5’ inde ailevi bir predispozisyon bulunur. Hastaligin
prevalansi tiim populasyonda 20-130/100000 iken insidans1 1,3-15,1 /100000/y1l’dir.
Hastalik, akut ve agir hastalik durumlari disinda yalnizca mukoza ile smirhidir.
Hastalikli  dokularin histopatolojik incelemelerinde akut ve kronik inflamatuar
hiicrelerin mukozay1 infiltre ettikleri, goblet hiicrelerinin azaldig1 ve ¢ok sayida kript
abselerinin bulundugu goriilmektedir. Ancak agir durumlarda iilserle transmural
olabilmekte ve CH’ de goriilen lezyonlardan ayrilabilmeleri gliglesmektedirler. Klinik
olarak kanlt mukuslu diyare, rektal kanama, kramp tarzi karin agrisi, ates, istahsizlik,
kilo kaybr gibi semptomlar ve lokal ya da sistemik komplikasyonlarla seyreder.
Olgularin %54’ iinde hastalik rektosigmoid yerlesimli iken %27’ si sol kolon tipi ve

%19’ u pankolit seklindedir [Andres and Friedman, 1999; Irvine, 2001].



CH agizdan aniise kadar gastrointestinal kanalin herhangi bir yerini tutabilen,
kronik seyirli, progresif, graniillamatdz inflamasyonla karakterize bir hastaliktir. Her
yasta ortaya c¢ikabilen CH’ nin hafif bir kadin hakimiyeti vardir. Beyazlar ve
Yahudilerde daha sik goriiliir. Hastaligin prevalansi tiim populasyonda 10-70/100000
iken insidans1 0,5-6,3 /100000/y1l’dir. En sik ileum ve kolonun birlikte tutulumu
goriiliir.  Inflamasyon, barsak duvarinin tamamim ve cevredeki mezenter ve lenf
bezlerini de igine alabilmektedir. Hastaligin bir 6zelligi de, lezyonlarin transmural
olarak barsagi tutmasi ve lezyonlar arasinda saglam segmentler bulunmasidir. Uzun
donemde bu lezyonlar barsakta kisalmalara ve striktiir olusumuna yol acabilmektedirler

[Mortensen, 1994]. .

Ik kez 1932 yilinda, Crohn, Ginzburg ve Oppenheimer terminal ileumda
segmenter mukozal iilserasyonlar, ¢ok sayida fistiiller, barsak duvarinda asir1 bag
dokusu reaksiyonu ve buna bagli stenoz ile seyreden bir olguyu terminal ileit olarak
tanimlamigtir. Klinik olarak kramp benzeri karin agrilari, kilo kaybi, diyare ve ates 6n
plandadir. Rektal kanama, iilseratif kolitte oldugu kadar siklikta goériillmez. Mesane,
iireter, diger barsak segmentleri gibi organlara fistiiller olusmas1 ve perianal bolge
hastaliklarinin siklikla goriilmesi hastaligin 6zellikleri arasindadir. Mikroskopik olarak
graniilomlarin goriilmesi, akut ve kronik inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu ile birlikte
transmural lezyonlarin olmasi tani koymaya yardimci olmaktadir. Birincil olarak
sindirim sisteminin bir hastali§i olmasina karsin iritis, ankilozan spondilit, sklerozan
kolanjit, nefrolitiazis, {iriner sistem patolojileri gibi ekstraintestinal komplikasyonlar
siklikla bulunur. Hastalarin yarisinda ileokolik bolge tutulur. Geri kalanlarin %19’
unda hastalik kolonda ve %2’sinde anorektal bdlgede lokalizedir. Ozofagus, mide,

duodenum tutulumu %3-5, sadece ince barsak tutulumu ise %29’dur [Irvine, 2001].

1989 yilinda Morris ve arkadaslari deneysel kolit modeli olusturmak igin yeni
bir ajan olan, TNBS, bildirmislerdir. 5-30 mg/kg TNBS’ nin 0,25 ml % 50’ lik etanol
ile transrektal yoldan uygulanmasi sonucunda kolonik mukozada iilserasyonlar ve
inflamasyon tespit etmislerdir. Bu modelde insanlarda olugan CH bir ¢ok histopatolojik
ve klinik 6zellikleri gézlenmekte ve olusan kronik inflamasyon yanitin siiresi 8 haftaya

kadar uzanmaktadir. Etanol, mukoza bariyerini ortadan kaldirmak ve bu yolla TNBS’



nin barsak duvarina niifuz etmesine yardimeci olmak amaciyla verilmektedir. Lavman
seklinde uygulanan TNBS, kovalent reaktif bir bilesik (hapten) oldugu icin barsakta
oksidatif hasara ve buna bagl olarak genellikle transmural akut nekroza yol agmaktadir.
Deneysel kolit modelleri iizerine, tedavi amaciyla, bir cok madde denenmistir. Bu
denenen maddelerin de bir kismini antioksidan (AO) ajanlar olusturmaktadir. Yapilmis
olan calismalarda aktif UK’ de AO enzim aktivetelerinde ve glutatyon (GSH)
diizeylerinde azalma tespit edilmistir [Nieto et al., 2000]. GSH, glutamin, sistein ve
glisinden olusan 6nemli bir antioksidan molekiildiir. N-Asetil Sistein (NAC), bir tiol
molekiil mukolitik ajan olup L - sistein ve indirgenmis glutatyonun onciiliidiir. NAC
hiicrelerde stilfidril gruplarinin kaynagi olup, OH gibi reaktif oksijen radikalleriyle
etkileserek serbest radikalleri temizler. Ayrica NAC apoptozu onleyebilmekte, ¢esitli
proteinlerin aktivitelerini diizenleyerek hiicre dmriinii uzatmaktadir [Mallory and Kren,

1990].



2.2. IBH’ de Mukozal Hiicre Hasar

IBH’ de mukozal hiicre hasarma neden olabilecek etkenler; azalmis splankik kan
akimi, sitokinler ve serbest oksijen radikallerinin (SOR) neden oldugu hasar, AO
besinlerin aliminda azalma (GLN, c¢inko, selenyum vit A,C,E), enteral beslenmede
yetersizlik ve/veya ekzojen barsak trofik besinlerin yetersiz alinimi1 (GLN, kisa zincirli
yag asitleri), barsak hiicrelerinin, trofik besinleri 0giitme yeteneginde yetersizlik,
hormonal biiyiime faktorleri etkilerine hiicresel direng ve diger bilinmeyen nedenler
olarak siralanabilir.

Supozituvar, veya lavman seklinde lokal steroid tedavisi, hastaligi rektumda
siirlt hastalara uygulanabilir. Steroidlerin sistemik yan etkilerden sakinmak i¢in yeni
topikal steroidler gelistirilmistir. UK remisyona girdikten sonra idame tedavisinde
aminosalisilatlar kullanilirlar. Bu amagla 5 - amino salisilik asit (5 - ASA) ve
siilfapiridinin birlesmesinden olusmus olan siilfosalazin kullamilir. CH’ de ise bu
ilaglarin idame tedavisindeki yeri a¢ik degildir [Akobeng, 2008].

Son zamanlarda, tedaviye direngli aktif dénemdeki IBH’ de ve CH’ de
remisyondaki hastalarin idame tedavisinde, fistiillerde, perianal hastalikta
immiinosupresif ilaglar denenmis ve basarili bulunmustur. Yapilan ¢aligmalar bu
ajanlarin, steroid dozlarin1 azaltmada etkili olduklarin1 gostermislerdir. Azothioprine,
6-merkaptopiirin, siklosporin ve Metotreksat (MTX) bu amacla kullanilan
immunsiipressif ajanlardir. Yine tedavide kullanilan immiinomodiilator ilaglar da
etkilerini lenfositlerin aktivasyonunu ve proliferasyonunu azaltarak goéterirler.
Genellikle medikal tedaviye yanit vermeyen, fulminan gidisli olgularda bu tedavi
yiiksek doz uygulanarak hastayi cerrahi girisimden korumak amaclanir [Evers et al.,
1999].

UK tedavisinde antibiyotiklerin ise, sepsis disinda fazla kullanim alam yoktur.
Fulminan kolit ve toksik megakolon durumunda intravenz antibiyotikler uygulanir. Bu
amacla metranidazol ve siprofloksasin kullanilabilir.

UK’ de medikal tedaviye yanitsiz agir ataklarda ve bu ataklar sirasinda gelisen
komplikasyonlarda, (perforasyon, akut dilatasyon, obstriiksiyon gibi), cerrahi tedavi
endikasyonu vardir. CH’ de ise cerrahi tedavi sadece komplikasyonlara yonelik

olmalidir ¢iinkii hastaligin niiks olasilig1 ytiksektir.



UK in cerrahi tedavisi ayn1 zamanda hastalik icin kiir de saglar. Bu amagla total
kolektomi, ileostomi, total kolektomi-poslu ileoanal anastomoz gibi cerrahi yontemler

tercih edilir [Evers et al., 1999].

2.3. inflamasyon Hazirlayicilart

2.3.1. Genetik yatkinhk

IBH’ nin genetik temelli oldugunu gosteren birgok kanit vardir. IBH olan
hastalarin 1. derece akrabalar1 arasinda IBH siklig1, genel populasyona gére 14-15 kat
daha fazladir.

Bir ¢ok genin IBH ile iliskili oldugu saptanmistir; HLA-DRI1-DQBI ve
DRB3#*0301 allelinin CH’ de, HLA-DR2’nin ise iilseratif kolitte ekspresyonu artmustir.
NOD2/CARDI1S5 (nucleotide-binding oligomerization domain 2-caspase-recruitment

domain 15) geninin ise CH ile ilgili oldugu gosterilmistir [Hugot et al., 2001].

2.3.2. Cevresel Faktorler

IBH olan hastalarda en ¢ok dikkat edilmesi gereken gevresel faktorlerin basinda
sigara kullanimi gelmektedir. UK sigara igmeyen ve sigaray1 birakmus insanlarda,
sigara igcenlere gore 2-6 kat daha fazla siklikta gozlenmektedir. CH’ de ise sigara i¢me
oran1 daha fazla olup, sigara i¢cenlerde daha fazla cerrahi gereksinim ve daha fazla

tekrarlama riski vardir [Sands, 2006].

Oral kontraseptif kullaniminin hem UK hem de CH gelisim riskini artirdig

diistiniilmektedir.

Rafine seker ve non-steroid anti-inflamatuvar ila¢ kullanimi da CH igin risk

faktorleri arasinda sayilmaktadir [Sands, 2006].



2.3.3. infeksiydz Ajanlar

Bu konuda pek c¢ok calisma bulunmaktadir, ama hicbir bakteriyel, viral, fungal
ajan suglanamamaktadir. Kizamik virlisii (paramyxovirus) graniilomatdz vaskiilit ve
barsakta mikroinfarkt yapmasi nedeniyle CH sikligini artirdigin1 gosteren caligmalar
vardir. Erken kizamik asilamasi ile CH sikliginin artmasi arasinda iliski bulunmustur
[Wakefield et al., 1993].

CH olusumu ile ilgili en c¢ok iizerinde durulan ajan Mycobacterium
paratuberculosis’dir.  Sonrasinda da M. paratuberculosis ile ilgili bir¢ok c¢aligma
yapilmis olsa da bu hipotezi destekleyecek veya reddettirecek bir sonuca varilamamistir

[Sands, 2006].

2.4, Tltihabi Barsak Hastahginda Anemi

Anemi, IBH’lerin sik rastlanan bir ekstraintestinal komplikasyondur ve
hastalarin genel durumunu ve hayat kalitesini koétiilestirmekte, hastaneye yatis oranini
artirmaktadir [Giannini and Martes, 2006].

Anemi, genel olarak hemoglobin diizeyinin azalmasi seklinde tanimlanir.
Normal hemoglobin konsantrasyonu erkeklerde 13-17g/dl, kadinlarda 12-16g/dl
diizeyindedir. Hemoglobin konsantrasyonu erkeklerde 13 g/dI’nin altinda, kadinlarda
ise 12 g/dI’nin altinda olunca anemiden bahsedilir. IBH’li hastalarda anemi siklig1
literatiire bakildiginda %8.8 ile %73.7 arasindadir. IBH’ de anemi patogenezinde
vitamin Bj, ve folik asit eksikligi, ilaca bagli kemik iligi siipresyonu, hemolitik anemi
gibi faktorler yer alsa da en sik demir eksikligi ve kronik hastalik tipinde anemi
goriilmektedir. Bu nedenle iIBH’ 1i hastalarda anemi tanisi, aneminin tipi ve tedavisi
oldukga 6nemlidir [Weatherall, 1984].

IBH’ de anemi nedenleri; demir eksikligi anemisi, kronik hastalik anemisi,

vitamin B, ve folik asit eksikligi, hemolitik anemi ve kemik iligi slipresyonudur.
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2.4.1. Demir Metabolizmasi ve Demir Eksikligi Anemisi

2.4.1.1. Demir metabolizmasi

Demir her giin belli bir miktar alinmast zorunlu bir mineraldir. Bedendeki
demirin %601 eritrositlerde bulunur. Eritrositlerin yasam siiresinin ortalama 120 giin
oldugu distniiliirse siirekli eritropoez ile iliskili olarak giinde yaklasik 30 mg demir
gerekmektedir. Bedene demir gidalar ile barsaktan emilerek ve yash eritrositlerin
parcalanmasiyla ortaya ¢ikan demirin tekrar kullanima sunulmasi ile saglanir [Besisik,

2007].

Normal bir diyette 12-15 mg demir bulunur ve bunun %5-10"u (0.6-1.5 mg)
emilir. Diyetteki demir hem (miyoglobin, kiimes hayvanlari ve balik) ve hem disi
(bitkiler) olmak iizere 2 formda bulunur. Hem dis1 demirin emilimi mide asiti, askorbik
asit ve inhibitdr (fitik asit, polifenol) faktorlerin varligindan etkilenir. Hem demiri ise
miyoglobinin mekanik ve enzimatik sindirimi ile ortaya cikar ve emilim sirasindaki

faktorlerden az etkilenmesinden dolay1 hem dis1 demire gore daha iyi emilir.

Demir duodenum ve iist jejenum enterositlerinin zarlarindan emilir. Barsak
yiizeyinde ferro (Fe™) degerligine sahip demir ferri rediiktaz ile ferro (Fe™) degerligine
sahip hale doner ve enterosit i¢ine alinir. Enterosit igine gecen demirin bir kismi depo
edilmekte (ferritin) bir kismi ise bazolateral bolgeden plazmaya aktarilmaktadir.
Emilen demir plazmada transferrine bagli olarak taginir. Plazma demir deposu 3.5-5 gr

arasindadir ve transferrin bedendeki total demirin kiigiik bir kismin1 yansitir.

Transferrin 2 adet demir baglama bdlgesi igerir. Fizyolojik kosullarda bu
baglanma bolgelerinden %30-40’1 doludur (transferrin saturasyonu). Transferrine bagl
demirin, eritroid onciil hiicreler basta olmak {izere karaciger ve immiin hiicrelere gegisi

transferrin reseptorleri ile olur [Gasche et al., 2004].

Intraselliiler demir eksikligi durumunda hiicrenin demir ihtiyacinin karsilanmasi
icin hiicredeki transferrin reseptdr ekspresyonu arttirilir. Hiicre icinde demir ferritin
formunda saklanir. Ferritin, 24 zincirli subiinitten olusan apoprotein kabuk ve i¢inde

4,500 atom iceren demir c¢ekirdekten olusur.  Ferritin proteinlerin sentezinde
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kullanilacak demir havuzunu saglamaktadir. Dolasimdaki ferritin  diizeyleri,
intraselliiler ferritinin ve demir kaynaklarinin miktarin1 yansitir. inflamasyon ve
neoplazi varliginda serum ferritin konsantrasyonu artar. Ferritin inflamasyona cevap
olarak akut faz proteini gibi davranir ve inflamasyon varliginda yanlis olarak yiiksek

diizeylerde 6lgiilebilir [Thomson et al., 1978].

Demir kayb1 dokiilen barsak ve deri hiicreleri ile giinde 1-2 mg’ dir. Kadinlar

her menstruasyon dongiistinde ekstra 10-42 mg demir kaybeder.

Demirin bedendeki en 6nemli rolii hemoglobin sentezinde kullanimidir. Eritroid
onciil hiicrelerdeki hemoglobin sentezi intraselliiler demir varligina baghdir.
Hemoglobin total beden demirinin %60’mn1 tasir. Demir metabolizmasi hemoglobin,
plazma demir, transferrin ve ferritin konsantrasyonlar1 6l¢timii ile izlenir [Gasche et al.,

2004].

Demir bagisiklik hiicrelerinin ¢ogalmasi ve islevi i¢in de gereklidir. Notrofil ve
makrofaj aracili sitotoksisitede gerekli olan reaktif oksijen metabolit olusumunda demir
katalizor gorevi goriir.  Demir eksikligi B ve T lenfositlerinin ¢ogalma ve
farklilasmasini etkiler. Demir fazlalig1 ise naturel killer hiicre disfonksiyonu, nétrofil
etkisinde azalma ve CD4, CDS8 lenfosit oraninda degisiklige yol agar. Demir yiikli
makrofajlar interferon-y cevabi, TNF-a iiretimi ve NO olusumunu azaltir. Bu durum
belli oranda demirin lenfosit gelisimi i¢in gerekli oldugunu ama fazla demir

depolanmasimin immiin fonksiyonlar1 ve konak direncini azalttifin1 gdstermektedir

[Weiss et al., 1995].

2.4.1.2. Demir eksikligi anemisi

[ltihabi barsak hastaliginda demir eksikligi anemisi kronik intestinal kan kaybina
baghdir. Kronik intestinal kanamaya cevap olarak barsaktan demir emilimi artirilsa da
giinliik kaybedilen demir miktar1 emilen demir miktarindan fazla olur ve negatif demir
dengesi olusur. IBH’de genel olarak demir emilimi normaldir, sadece duodenum ve iist

jejenum tutulumu olan CH hastalarinda demir emilimi azalir [Bartels et al., 1978].
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Demir eksikliginin sonucu olarak eritroblast gelisimi icin gereken demir
saglanamaz, kirmiz1 hiicre hemoglobinizasyonu bozulur. Kemik iliginden mikrositik ve
hipokromik kirmizi hiicreler salinir. Hemoglobindeki diigiis eritropoezi uyarir ve
eritropoezin artmasi ile daha da artan demir ihtiyaci karsilanamaz. Sonug¢ olarak

ineffektif eritropoez olusur [Cavill, 2002].

Demir eksikligine bagli klinik belirti ve bulgular da olusabilir ve bu durum
anemiden bagimsizdir. Epitelyal dokularin hizli biiylime ve hayat dongiileri i¢in demire
gereksinimleri vardir. Demir eksikliginde bu dokular etkilenir. Glossit, a1z ¢evresi ve
dudak bileskesinde catlaklar, 6zefagusta halka veya darlik ve midede atrofi gelisebilir.
Pika, normal olmayan yemek yeme duygusudur ve demir eksikliginde goriiliir. Hastalar
kil, toprak (jeofaji), buz (pagofaji) gibi baz1 maddeleri yemek icin siddetli arzu duyarlar.
Pika, demir tedavisi ile siklikla birkag giinde diizelir. Koilonisi (kasik tirnak) tirnaklarin
kolay kirilir hale gelmesi, incelmesi, diizlesmesi ve ¢ukurlagmasidir, demir eksikligine
0zgl olsa da goriilme orani azdir [Beard, 2001].

Laboratuar bulgular1 demir depolar tilkendiginde ve demir eksikligi hipokromi
ve mikrositozla sonug¢landigi zaman gelisir. Ortalama eritrosit hacmi (MCV) azalir
(<80 fl, mikrositoz), ortalama eritrosit hemoglobini (MCH) azalir (<28 pg, hipokromi),
ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu (MCHC) azalir. Periferik yaymada
hipokromi ve mikrositoz goriilir [Hoffbrand and Pettit, 1994]. Serum ferritin
diizeyinde azalma (<I12ng/ml) demir eksikligi acisindan anlamlidir ve kesin demir
eksikligi anemisi tanist koydurmalidir. Ancak inflamasyon varliginda ferritin akut faz
reaktan gibi davranarak yiikselir. IBH’de anemi varliginda aktif inflamasyon sirasinda
ferritin yanls yiiksek bulunabilir. Serum demir diizeyi diisiik (<30 pg/dl), total demir
baglama kapasitesi yiiksektir (TDBK 350-500 pg/dl). Transfferin saturasyonu (serum
demiri/serum demir baglama kapasitesi x100) azalmistir (<%10).

Kemik iliginde eritroid seride mikronormoblastik hiperplazi mevcuttur. Kemik
iligi biyopsi preparatinda demir boyamasi ile hemosiderin azalmig veya yoktur. Kemik

iligi aspirasyonu veya biyopsisi tani i¢in gerekli degildir [Hoffbrand and Pettit, 1994].
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2.4.2. Kronik Hastalik Anemisi

IBH’ de anemi nedenlerinden ikinci sirada kronik hastalik anemisi yer alir.
Kronik hastalik anemisinde asil durum demirin retikiiloendotelyal sistemde tutulmasi,
biriktirilmesi ve eritrona sunulmamasidir. Anemi derinligi barsak inflamasyon durumu
ve hastalik aktivitesi ile paralellik gdsterir.

Patogenezde rol alan faktorler su sekilde siralanabilir:

1. Sitokinlerin direkt etkileri: Inflamasyon sirasinda agiga cikan sitokinlerin
farklr etkileri vardir. Proinflamatuvar sitokinler (TH 1 kaynakli sitokinler), interlokin-1
(IL-1), interferon gama (IFN-y), IL-2, IL-6, TGF (transforming growth factor) ve tiimor
nekroz faktorii-beta (TNF-B)’dir. Monosit-makrofaj sisteminin aktive edilmesini
izleyerek aciga ¢ikarlar, ilikte eritroid Oncii hiicrelerin ¢cogalmasina engel olurlar, ayrica
hematokrit degerine gore eritropoietin yanitint olumsuz etkilerler. Yine eritroid

onciillere demir sunumunun azalmasina yol agarlar [Besisik, 2007].

2. Eritronlara demir sunumunun azalmasi: Eritrositlerin pargcalanmasi ile ortaya
cikan demir eritropoezin azalmasi sonucu veya direkt etki ile eritroid oncil hiicrelere
sunulamaz ve retikiiloendotelyal sistemde depolanir. Sonu¢ olarak serum ferritin

diizeyleri artar ve barsaktan demir emilimi azalir [Gasche, 2004].

3. Eritroid oncii hiicrelerin ¢ogalma ve farklilagmasinin inhibisyonu: TNF-a, tip
1 ve 2 interferonlar ve IFN-y bu durumdan sorumlu sitokinlerdir. NO’ de sorumlu

ajanlar arasinda gosterilmektedir [Means and Krantz, 1992].

4. Eritropoetine azalmis yanit: Kronik hastalik anemisinde eritropoietine azalmis
yanit vardir. Serum eritropoietin diizeyi 6l¢iildiiglinde normaldir ama anemi derecesine
gore goreceli olarak diigiiktiir. Bu durum kronik hastalik anemisine neden olan biitiin
hastaliklar1 kapsamayabilir ama Crohn hastaligi ve iilseratif kolit i¢in gosterilmistir.
Serum eritropoietin diizeyi muhtemelen altta yatan hastaligin siddeti ve serum sitokin
konsantrasyonundan etkilenmektedir. Nitekim IFN-y ve TNF-o diizeyi ¢ok yiiksek
hastalarda ytiksek dozda eritropoietin ile yanit saglanabilmektedir. Sitokinler bobrekten

eritropoietin liretimini direkt olarak da inhibe edebilirler [Faquin et al., 1992].
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5. Eritrosit omriiniin kisalmasi: Kronik hastalik anemisinde eritrositlerin dmrii
kisalmistir. Bu kisa sagkalim siiresinin dalakta bulunan makrofajlarin eritrofagositoz

yapmalari ile iligkili oldugu diistintilmektedir [Fillet et al., 1989].

Kronik hastalik anemisine ait belirti ve bulgular altta yatan hastaliga ait belirti
ve bulgular olusturur. Kronik hastalik anemisi hastaligin ilk 1-2. ayinda yerlesir.
Anemi genellikle orta ya da hafif derecedir. Genellikle eritrosit morfolojisi normokrom
normositiktir. Ileri olmayan hipokromi ve mikrositoz da goriilebilir. Serum demir
diizeyi diisik, TDBK normal veya azalmistir.  Transferrin saturasyonu genelde
azalmistir ama demir eksikligi anemisi diizeyinde degildir. Serum ferritin diizeyi kronik
inflamasyona bagl artmistir. Kemik iligi aspirasyonunda genellikle mikronormoblastik
hiperplazi goriiliir. Kronik hastalik anemisine 6zgii bir bulgu olarak kemik iliginde
makrofaj i¢ci demir artmis, demir igeren eritroblast (sideroblast) azalmistir [Schreiber

and Wedel, 1997].

2.4.3. Vitamin By, ve Folat Eksikligi

2.4.3.1. Vitamin By, eksikligi

Vitamin Bj, (kobalamin) niikleoprotein sentezi i¢in gerekli olan kofaktordiir.
Insan bedeninde metilkobalamin ve adenosil kobalamin seklinde bulunur.
Metilkobalamin  homosisteinin  metionine  doniismesini  saglayan koenzimdir.
Kobalamin eksikliginde bu reaksiyon calismaz ve folat metabolizmasi da bozulur.
Dolayisiyla niikleik asit sentezi bozulur. Eritrosit Onciil hiicrelerde DNA sentezi
bozulur, niikleus olgunlagmasi geri kalir, stoplazma olgunlasmasi devam eder. Bu
niikleostoplazmik dissosiyasyon morfolojik olarak megaloblastik deyimi ile ifade edilir

[Weatherall, 1984].

Normal bir diyet yaklasik 15 pg/giin kobalamin igerir. Giinliik ihtiya¢ 1-2 pg’dir.
Besinlerle alinan kobalamin mideden salgilanan intrensek faktor ile birleserek terminal
ileumdan emilir. Emilen kobalamin transkobalamin II tasiyici proteinine baglanarak
tasinir.  Normal terminal ileumdan kobalamin emilimi 2-3 pg/giin ile sinirhdir.

Kobalamin karacigerde depolanir. Eriskinde total olarak 2-5 mg bulunur, bunun 1 mg’1
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karacigerdedir. Diyetle hi¢ alinmadigi zaman depolarin tiikkenmesi ve kobalamin

eksikligi gelismesi i¢in en az 3-4 yi1l ge¢gmelidir [Conner and Hoffbrand, 1994].

Kobalamin eksikligine yol agan ana nedenler arasinda gida ile yetersiz alim,
midede intrensek faktor olusumuna engel olacak inflamasyon veya malignite, bakteriyel
asir1 gelisim, parazit gibi nedenler sayilabilir. IBH’ de kobalamin eksikligi 6zellikle
CH’de kronik ileal inflamasyon veya ileum rezeksiyonu nedeniyle olur [Schreiber and

Wedel, 1997].

Klinik belirtiler baglica hematopoetik sistem, gastrointestinal sistem ve sinir
sistemini etkiler. Anemi yavas gelistiginden, hasta belirtileri tolere edebilir. Glossit,
hazimsizlik, diyare ve zayiflama gozlenir. Norolojik belirtiler hastalarin ortalama %10’
unda ve spinal kordun subakut dejenerasyonu sonucu gelisir [Conner and Hoffbrand,

1994].

Laboratuvar bulgularindan, serum kobalamin diizeyi <100pg/ml’dir. Periferik
yaymada makrositoz ve hipersegmente notrofiller saptanir. Kemik iliginde
eritroblastlar megaloblastik karakterdedir. Ineffektif eritropoez nedeniyle LDH ve
indirekt bilirubinde artis saptanir. Pernisiy6z anemi ile kobalamin alim eksikligi veya
emilim bozuklugu ayriminda Schilling testi kullanilabilir. Intramiiskiiler kobalamin
verilerek depolar1 doyurulan hasta oral radyoaktif isaretli kobalamin verildikten sonra
24 saatlik idrarla atilan miktar pernisiydz anemide %8’in altindadir [Schreiber and

Wedel, 1997].
2.4.3.2. Folik asit eksikligi

Folik asit de hiicre metabolizmasinda 6nemli rol oynar ve niikleoprotein sentezi
icin gereklidir. Eksikliginde niikleik asit sentezi bozulur. Eritrosit onciil hiicrelerde
DNA sentezi bozulur, niikleus olgunlagmasi geri kalir, stoplazma olgunlagmasi devam

eder. Bu niikleositoplazmik dissosiyasyona morfolojik olarak megaloblastik denir

[Schreiber and Wedel, 1997].

Normal diyet 500-700 mcg folat icerir. Alinan folatin %50-60’1 duodenum ve

jejenumdan emilir. Karacigerde poliglutamat formunda depolanir. Total olarak 10-15
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mg depo folat bulunur ve hi¢ alinmadig1 zaman 1-2 ayda depolar tiikenir [Conner and

Hoftbrand, 1994].

Folik asit eksikligi, yetersiz alim, yetersiz emilim veya her ikisinin birlikteligi
nedeniyle olur. IBH’ de &zellikle CH’ de iist gastrointestinal sistem tutulumu
durumunda emiliminde azalma gelisir. Ayrca tedavide kullanilan siilfosalazin ve

metotreksat da folik asit eksikligine neden olur.

Klinik belirtilerden anemi ve gastrointesinal sisteme ait belirtiler kobalamin

eksikligine benzer ama daha belirgindir. Sinir sistemine ait belirti goriilmez.

Laboratuar bulgularindan, serum folik asit diizeyi 2.5 ng/ml’nin altindadir.
Periferik yaymada makrositoz ve hipersegmente nétrofiller saptanir. Kemik iliginde
eritroblastlar megaloblastik karakterdedir. Ineffektif eritropoez nedeniyle LDH ve
indirekt bilirubinde artis saptanir [Schreiber and Wedel, 1997].

2.4.4. Hemolitik Anemi

Hemolitik anemi periferik kandaki eritrositlerin yasam siirelerinin kisalmasi
sonucu olusur. Hemoliz; eritrosite bagli nedenler ve eritrosit dist nedenler olmak iizere

iki grupta incelenir.

IBH’ de otoimmiin veya 5-ASA tedavisine bagli hemolitik anemi gelisir. Klinik
belirtiler hemoglobinde hizli azalma sonucu hastanin anemiyi tolere edememesine
baghdir. Sarilik ve ciddi vakalarda ates, karin agrisi, sirt agrisi veya siyah-kirmizi idrar

goriiliir.

Laboratuar bulgularindan retikiilositoz, indirekt bilirubinde artis, laktat
dehidrogenaz diizeyinde artma ve haptoglobulinde azalma goriiliir. Direkt Coombs testi
pozitiftir. Periferik yaymada hemolize bagli sferositler, polikromazi, par¢alanmis

hiicreler goriiliir [Schreiber and Wedel, 1997].
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2.4.5. Kemik iligi Depresyonu

IBH> de 5-ASA’ ya bagh aplastik anemi igin bildirilen bir ka¢ vaka vardir.
Mekanizma net olmasa da dozdan bagimsiz alerjik bir reaksiyon oldugu
diistiniilmektedir.

Yiiksek doz 6-merkaptoplirin, azathiopiirin veya metotreksatin toksik kemik iligi
depresyonu yaptig1 gosterilmistir. Ama IBH’ de kullanilan dozlar diisiik oldugundan
l6kopeni, trombositopeni sik¢a rastlansa da ilaca bagli anemi heniiz goriilmemistir

[Sandbom, 1996].

Laboratuvar bulgularindan, periferik pansitopeni her ii¢ serinin de etkilendigini
gosterir. Tami kemik iligi biyopsisi ile konur. Kemik iliginde hematopoietik doku

azalmasi ve yag doku artig1 saptanir [Schreiber and Wedel, 1997].

IBH’ de olusan anemi en ¢ok demir eksikli§i ve kronik hastalik anemisi
tipindedir. Demir eksikligi anemisi, genellikle kronik intestinal kan kaybi sonucu
gelisi. CH’ de duodenum ve iist jejenum tutulumu varliginda veya ince barsak
rezeksiyonu sonrasinda demir emiliminin azalmasi da katkida bulunmaktadir. Ayni
zamanda inflamasyon nedeniyle aciga c¢ikan sitokinler de demirin eritroid Onciil
hiicrelere sunumunu engelleyerek demir eksikligine yol acar. Demir eksikligi

anemisinin tedavisi eksik olan demirin yerine konmasi ile olur [Oldenburg et al., 2001].

2.5. TNBS-E Kombinasyonu ile Sicanlarda Olusturulan Deneysel Kolit
Modeli

Morris ve arkadaslar1 (1989) tarafindan ortaya konulan bu modelde sensitize
edici allerjen bir madde olan TNBS’nin etanol i¢inde hazirlanmig soliisyonunu (TNBS-
E) siganlara lavman seklinde uygulanmasi sonucu kolit gelistirilmistir. Bu modelde
insanlarda olusan CH’ nin bir¢ok histopatolojik ve klinik o6zellikleri gézlenmekte ve
olusan kronik inflamatuar yanitin siiresi 8 haftaya kadar uzamaktadir. Etanol, mukoza
bariyerini ortadan kaldirmak ve bu yolla TNBS’ nin barsak duvarina penetre olmasina

yardime1 olmak amaciyla verilmektedir. Lavman seklinde uygulanan TNBS, kovalent
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reaktif bir bilesik (hapten) oldugu icin barsakta oksidatif hasara ve buna bagh olarak
genellikle transmural akut nekroza yol agmaktadir.  Sicanlarda TNBS-E’ nin
olusturdugu kolitin patogenezi tam olarak aciklik kazanmamasina ragmen immunolojik
mekanizmalart igerdigi diiginiilmektedir. Etanol yardimi ile barsak duvarina penetre
olan TNBS, dokunun kendi yiiksek molekiiler agirlikli protein molekiilleri ile kovalent
baglarla birleserek “hapten modifiye antijenler” olusturmakta ve T hiicreleri aracilig ile
bu molekiillere immiin yanit olusmaktadir.  Burada olusan hasar sonucunda
makroskopik olarak kolon duvarinda belirgin kalinlagma, derin soliter veya g¢oklu
iilserler ve mikroskopik olarak polimorfoniiveli 16kosit infiltrasyonu ve graniilomlarla
seyreden transmural inflamasyon gozlenmektedir. TNBS-E’ nin lavman ile verilmesini
takip eden ilk bir ka¢ giinde fokal bazal kriptlerinde yer aldigi akut nekroz ve
inflamasyon alanlar1 gbze carpmaktadir. Bu safhay:1 takip eden kronik siirecte ise
mononiikleer hiicre infiltrasyonu 6n plana ¢ikmakta ve daha ¢ok submukozaya sinirl

kronik inflamasyon goriintiisii saptanmaktadir [Hendrickson et al., 2002].

2.6. Nitrik Oksit

2.6.1. Nitrik Oksit’in Kimyasal, Fiziksel ve Biyolojik Ozellikleri

Nitrik Oksit renksiz bir gaz olup, inorganik serbest radikal 6zelligine sahip basit
bir molekiildiir. Diger radikal tiirlerinin aksine, NO radikalinde paylagilmamis elektron
nitrojen atomu tiizerinde yerlesmemis, fakat nitrojen ve oksijen atomlar1 iizerinde
lokalize olmamis olarak bulunur. NO’ nun bu 06zelligi, kendi reaktivitesini
baskilamakta, stabilitesini artirmakta (Nathan, 1997) ve biyolojik kosullarda bilinen en
diisiik molekiiler agirliklt memeli salg iirtinii olarak sentezlendigi yerlerden daha uzak
yerlere reseptére bagimli olmadan diflizyonunu kolaylastirdigr ileri siiriilmiistiir

[Moncada, 1992].

Cevresel bir toksin olmasiin yaninda, endojen olarak olusan nitrik oksitin
inflamatuvar barsak hastaligi, septik ve hemorajik sok ve belirli otoimmiin

bozukluklarda rol oynadigi ileri siiriilmiistiir. Reaksiyonlarin bu sasirtict durumu
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hakkinda NO’ nun kimyasinin dolayl ve dogrudan etkilerinin ayirt edilmesiyle deliller
sagladi. Dogrudan etkiler, NO’ nun dogrudan bir biyolojik molekiil veya hedef ile
iliskiye girdigi reaksiyonlardir. Oysa dolayl etkiler, oksijen (O, ) veya siiperoksit (O5)

ile NO reaksiyonlarindan olusan reaktif azot oksit tiirleriyle olusan reaksiyonlardir.

Son 15-20 yil icinde NO ile ilgili yapilan pek cok arastirmada NO’ nun;
transkripsiyon faktor aktivasyonu, demir metabolizmasini kontrol eden mRNA’ larin
translasyonu, mutagenez, apoptoz, glikoliz, mitokondrial elektron transport zinciri,
protein agilasyonu, deoksiniikleotid sentezi, ndtrofil ve trombosit adezyonu, miyeloid
onciillerinin ¢ogalmasi, T hiicreleri, keratinositler ve timor hiicrelerinin ¢ogalmasi,
bagisiklik savunmasmin kontrolii, hipofiz hormonlarinin salimimi, brons ve
sfinkterlerinin tonusu, mide, ince barsak, uterus ve kalbin kontraksiyonu, penis
sertlesmesi, opioid bagimliligi, hafiza, uyku ve kan basincinin diizenlenmesidir gibi bir

cok olayda etkisi oldugu belirlenmistir [Nathan, 1997]

2.6.2. NO Sentezi ve Metabolizmasi

Nitrik Oksit, insanlar, hayvanlar ve en basit canli formlarinda L- arjininin
oksidasyonu sonucunda sentezlenir. L- arjininden NO’nun sentezi, nitrik oksit sentetaz
(NOS) enzimi aracilifi ile iki basamakta ger¢eklesir. Tepkimenin ilk basamaginda
arjininin guanido nitrojeni (N®) hidroksillenerek N®-Hidroksi arjinin (N-OH Arjinin)
olusur. Enzime siki1 bagli olan ara iirlin ikinci agsamada sitrulin ve NO’ ya ¢evrilir. Her

iki basamakta substrat olarak NADPH ve O, kullanilir [Kiling ve Kiling, 2003].
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NOS NOS
L- Arjinin »  N- Hidroksi — Arjinin . Sitrulin + NO
NADPH NADP" NADPH NADP"

0O, HfO 0O, ?fO

Sekil 2.6.2.1. Nitrik oksit sentetaz tarafindan katalizlenen L-arjinin amino asitinden NO sentezi.

Mayer and Hemmens (1997)’ den degistirilerek alinmistir.

2.6.3. Nitrik Oksit Sentetazlar (NOS)

Nitrik oksit sentetaz enzimleri (NOS) birbirinin ayni olan iki alt birimden olusan
proteinlerdir. NOS enzimlerini kodlayan yapisal DNA (cDNA)’dan yararlanilarak ii¢
izoformu belirlenmis ve bunlar arasindaki benzerligin yiiksek oldugu ortaya
cikarilmistir. Farkli izoformlar arasinda %50- 60 ve farkl tiirler arasinda ayn1 izoform
%80-94 ve sitokrom p450 ile %60 benzerlik gosterdigi belirlenmistir [Kiling ve Kiling,
2003]. NOS enzimleri amino ve karboksil (N- ve C-terminal) domain (tersiyer yapi)
bolgesi olmak tlizere iki farkli kisimdan olusmustur. Enzimin N-terminal bdlgesi
sitokrom p450 oksidaza yap1 ve fonksiyon olarak benzer ve oksidaz domain bolgesi
olarak adlandirilir. Bu bodlge, hem grubu, subtrat (arjinin), tetrahidrobiobterin (BH4) ve
oksijen baglanma bolgelerini igerir.  Alt birimler arasi iletisimi sagladigindan

dimerizasyondan sorumludur [Kiling ve Kiling, 2003].

Enzimin karboksil terminalinde ise, yap1 ve fonksiyon olarak sitokrom p450
rediiktaz enzimine benzer ve rediikktaz domaini olarak adlandirilir.  Bu bolge,
koenzimlerden NADPH, FAD, FMN ve kalmodulin baglanma bolgelerini igerir ve
elektron transferinden sorumludur. Ozellikle NO sentezi sirasinda rediiktaz kisim
NADPH’dan elektron alir ve hem demirine transfer eder [Kiling ve Kiling 2003].
Oksijenaz ve rediiktaz domainler yapisal, proteolizisiz ve biofiziksel caligmalarla

ayrintilt olarak belirlendi. NOS’ un {i¢ izoformunun yapisal olarak tiirden tiire ve
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hiicreden hiicreye 0Ozellikle homodimer yapilarinin degisiklik gostermesi ile farkli
islevleri yaptiklar1 ortaya ¢ikarilmistir [Fischmann et al., 1999]. NOS enzimlerinin
genel yapisi sekil 2.6.3.1.¢ de gdsterilmistir.

kalmodulin
Ca ARJININ
NADPH 0,
_¢ FAD_¢ FMN_e, Fe
NADP' EEE] SITRULIN
REDUKTAZ OKSIJENAZ NO

Sekil 2.6.3.1. NOS enzimlerinin genel yapist. Alderton et al., (2001)’ dan degistirilerek

alinmustir.

NO sentezini katalizleyen NOS enzimlerinin fiziko-kimyasal ve kinetik
Ozelliklerine gore yapisal (¢cNOS) ve indiiklenebilir (iNOS) olmak iizere iki temel formu
belirlenmistir. Ayrica ¢cNOS’ un iki formu vardir. Bunlardan biri endotelial NOS
(eNOS veya NOS III) olup, agirlikli olarak zarsal bir enzimdir ve endotel kaynakli
gevseme faktoriiniin (EDRF) sentezinden sorumludur. Bu enzimin ikinci formu ise
merkezi sinir sistemi ve ndronlarda haberci molekiil olarak kullanilan néronal NOS
(nNOS veya NOSI) diye adlandirilir. iNOS izoformu ise alt birim olarak kalmoduline
ihtiya¢ duyar. Aktivitesi i¢in hiicre i¢i kalsiyum derisiminin artmasi gerekli degildir,
¢linkii normal hiicre kalsiyum derigiminde aktif durumda bulunur [Kiling ve Kiling,

2003].
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2.6.4. Sindirim Sistemi ve Nitrik Oksit iliskisi

Gastrik mukozal korumada gastrointestinal kan akiminin diizenlenmesinde,
mukus salgisinin uyarilmasinda ve peristaltik hareketin diizenlenmesinde NO’ nun
biiyiik roliiniin oldugunu belirlenmistir. Ayrica NO’ nun bir endojen mitojen, bir
anjiogenez faktor, bir protoonkojen olusum artiricist ve apoptozisin bir inhibitorii olarak

da etkileri ortaya ¢ikarilmistir [Ambs et al., 1998].

Inflamasyonun akut ya da kronik olusumunda, makrofajlardan ve epitel
hiicrelerden salgilananan NO’ nun etkisi; salgilanma miktarina, salgilanma sekline,
yerine ve diger bilesiklerle olan etkilesimine bagli olarak degisiklik gostermektedir.
Son yillarda yapilan ¢aligmalarda iNOS aktivitesinin 6zefagusun gastrik metaplazisinde
, kronik gastritte, viral kronik hepatitte, barsak inflamasyonu ile CH ve UK arttig1 ileri

stiriilmiistiir [Kimura et al., 1998(b)].

NO’ nun inflamasyonun siddetini arttirmasi ya da gelisiminde onemli bir
patolojik role sahip oldugu ortaya c¢ikarilmistir.  NO’ nun bu etkileri iNOS
aktivitesinden kaynaklandigi ve NOS’ un aktivitesinin interlokin- 1B ve tiimor nekrozis
faktor (TNF-a) gibi sitokininlerle gerceklestigi belirlenmistir [MacNaughton et al.,
1989].

Inflamasyonun farkli modellerinde gdzlenen damar ve doku hasarmin, hem
oksijen hem de NO’dan kaynaklandiginin belirlenmesi siiperoksid dismutaz ya da NOS
inhibitorlerinin  kullanilmasi1 ile inflamasyonun diizeltilebilecegi ileri siirtilmiistiir
[Nathan, 1997]. iNOS’ un NO’ yu bloke eden secgici veya segici olmayan iNOS
inhibitorleri inflamatuvar barsak hastaliklarinda kullanilmigtir. iNOS ve onun aracilari
ile yapilan cailsmalarda, NO ve peroksinitrit yakalayicilar, ilaglar ve p53 ile iNOS
olusumunun yeniden yapilmasi ve iNOS ve kofaktorlerinin inhibisyonunu i¢ine alan
stratejiler tedavi amagh uygulanmistir. Ozellikle barsakta iltihap olusumunun, artmis
iNOS aktivitesine bagli olarak bereberinde mukozal lezyonlar, iilser olusumlari,
intraluminal kanlanma ve barsak genisletilmesi artiglar olusturuldugu belirlenmistir.

Kismen seg¢ici iNOS inhibitorlerinden merkaptoetilguanidin, aminoguanidin ve N-
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iminoetil-L-lisin si¢anlarda olusturulan kolitte peroksinitritin ortadan kaldirilmasini ve

INOS inhibisyonunu sagladig: ileri siiriimliistiir [Dikopouluos, 2001].

Son yillarda kolitle ilgili deneysel calismalarda oldukca secici olarak kabul
edilen ve 1400 W (N-[3(amino-metil) benzil]) adi verilen iNOS inhibitoriiniin diger
iINOS inhibitorlerden hem bin kat daha giiglii oldugu hem de tiimdr gelisimini inhibe
ettigi  bildirilmistir. Kankuri ve arkadaslari1 (2001) merkaptoetilguanidin,
aminoguanidin ve N-iminoetil-L-Lisin gibi ajanlarin iNOS’ a olduk¢a 1liml1 bir etki

yaptigini da ileri stirmislerdir [Kankuri et al., 2001].

iINOS’un doniisiimsiliz inhibisyonu, NADPH, FMN ve FAD i¢in flavoprotein
iodinium ve BH4 i¢inde N-asetil seratonin ve dikumoral adi verilen kimyasallar
kullanilarak saglanmigtir. Ancak bu inhibitorler daha ¢ok deneysel amacli kullanildigi
icin terapotik kullanimi oldukga sinirhidir ve nitrik oksitin asir1 yapilmasinin eslik ettigi
patolojilerde yararli olup olmadiklar1 hala tartisilmaktadir. Zira bir NOS inhibitorii olan
N-monometil-L-arjinin inflizyonunun insanda kan basincini ytikselttigi, NO’ nun
trombosit agregasyonunun inhibe edici etkisinide geri c¢evirdigi ve agregasyonu
arttirdig1 saptanmistir. Ayrica NOS inhibitorlerinin kardiovaskiiler sistem bozukluklari
ve immun fonksiyonlarda aksamalara neden oldugu diisliniilmektedir [Kurose et al.,

1997].

2.7. Serbest Radikaller

Dis orbitallerinde bir ya da daha fazla paylasilmamis elektron iceren, asiri
derecede etkin ve kisa Omiirlii molekiiller serbest radikaller olarak adlandirilirlar.
Serbest radikaller bu o6zelliklerinden dolay:r tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme

ozelligine sahiptir [Uysal, 1998].

Serbest radikaller canlilarda metabolizma yan iiriinii olarak veya ilaglar ve diger
zararlh kimyasal maddeler ile ¢evresel etkilerle meydana gelebilirler [Cross et al., 1987].

Serbest radikaller 3 farkli yol ile meydana gelebilirler [Akkus, 1995];
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1. Kovalent bagli normal bir molekiiliin, her bir parcasinda ortak elektronlardan

birinin kalarak homolitik boliinmesi;

X:Y— X+Y

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi;

X:Y— X +Y

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi.

A+e—p A

Serbest radikallerin olusum hiz1 ile inaktivasyon hizi denge halinde oldugu
siirece serbest radikallerin canli iizerinde herhangi bir etkisi olmamaktadir. Bu denge
halindeki durum herhangi bir sebeple bozulur ya da bu bilesiklerin olusum hizi
inaktivasyon hizindan yiiksek olursa oksidatif stres meydana gelmekte ve serbest

radikallere bagli hiicre hasar1 ortaya ¢ikmaktadir [Uysal, 1998].

2.7.1. Serbest Radikallerin Biyolojik Onemi

Serbest radikallerin baslica kaynagi molekiiler oksijendir [Batrelli et al., 1972].
Canli igerisinde olusan Serbest Oksijen Radikalleri (SOR) sadece hiicre icerisinde
substrat ile birleserek hasara neden olmaz, ayn1 zamanda baglandiklar1 molekiillerin
hiicre igerisinde ¢esitli yan metabolit olusumuna sebep olarak da hasara neden
olabilirler. Ornegin; oksijenin rediiksiyonu ile negatif yiiklii bir ara iiriin olan siiperoksit
(Oy") radikali olugur. Siiperoksit radikalinden ise spontan ya da enzimatik dismutasyon
ile ikinci bir ara {iriin olan hidrojen peroksit (H,O,) ortaya ¢ikar. Hidrojen peroksitin bir

dizi reaksiyonu sonucunda ise hidroksil radikali (OH") olusur [Fridovich, 1983].
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2.8. Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest Oksijen Radikalleri (SOR) niikleik asitler, proteinler, karbohidratlar ve
lipitleri de kapsayan bircok biyolojik molekiil ile reaksiyona girme ozelligindedir
[McMichael et al., 2004]. Normalde hiicrelerde olusan SOR formlarinin temel kaynagi
elektron tasima zincirinden sizan elektronlardir. Mitokondrilerde kullanilan oksijenin
yaklasik %90-95” 1 son iiriin olarak su ve molekiiler oksijene donistiiriiliirken, kalan
%35-10" u SOR meydana getirir. SOR firetimi; elektron transferindeki yiliksek verimlilik
ve metal iyonlarinin SOR yakalama yetenekleri sayesinde minimum diizeyde tutulur.
Hiicre igerisindeki diger SOR kaynaklar1 arasinda, endoplazmik retikulumlardaki
sitokrom P450, lipoksijenaz, siklooksijenaz, ksantin oksidaz ve NADPH oksidaz
sayilabilir [Curtin et al., 2002].

Canlilarin yapt taglarini olusturan tiim molekiiller SOR hasarina yatkin olsalar da
bu hasardan en ¢ok etkilenen molekiiller lipitlerdir. Bu durumun sebebinin, lipitlerin
cift bag yapma egiliminde olmalar1 ve lipitlerin hiicre zarinin her yerinde bulunmalar1
oldugu diisiiniilmektedir (Kelly, 2001). Memeli hiicreleri, oksidatif strese oldukca
elverigli olan ¢oklu doymamis yag asidi (PUFA) miktar1 agisindan oldukca zengindir.
Bu PUFA’ lar trigliserit ve fosfolipitlerin yap1 taslarini olusturan diger yag asitleri
formu ile birlikte, linoleik ve arasidonik asiti de kapsar [Acworth et al., 1997].

2.8.1. Hiicrede SOR olusum yollar:

Baslangic olarak SOR, ya diger bir radikal ile reaksiyona girerek kovalent bir
bag kurar, ya da daha yaygin olarak, radikal olmayan bir bagka molekiille reaksiyona

girer (2.8.1.1.) [Pratico, 2001].
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ROS

HOC

10, Hypochlorous acid
light Singlet Oxygen
Myeloperoxidase
= O,- 2H*
0, ¢ 0, 2 H,0, + O,
Superoxide Hydrogen Peroxide
H+/ VO < Fe2
Fe3+
HO," —“OONO
Hydroperoxyl radical HO*'+ HO™

Hydroxyl radical

Sekil 2.8.1.1 Hiicrede SOR olusum yollari.

Serbest radikaller radikal olmayan bir baska molekiil ile reaksiyona
girdiklerinde, radikal olmayan molekiil bir elektron kaybederek serbest radikale
dontisiir. Bu mekanizma hiicre zarlarinda meydana gelen yiiksek miktardaki hasari
tetikleyen zincirleme reaksiyonlarin baslangici ya da temelidir. Bir radikal bir bagka
radikal ile birlestiginde olusan yeni iiriin bir 6nceki radikalden daha fazla yikici etkiye
sahip olabilir. Ornegin; nitrik oksit (NO) siiperoksit (O,") ile birlestiginde meydana
gelen peroksinitrit radikali (OONQO") hidrojen peroksitten (H,O,) 2000 kat daha fazla
hasara neden olmaktadir. Bir baska deyis ile iki radikalin birlesmesi zincirleme
reaksiyonlarin baslamasina sebep olur. Lipitler ile SOR etkilesimi serbest demir atomu

varliginda lipit peroksidasyonu ile sonuclanir [Halliwell, 1999].

Serbest haldeki Fe™? H,0, ile reaksiyona girerek hidroksil radikali olusturur
(Fenton reaksiyonu). Hidroksil radikali bir baska sekilde, H,O, nin, O," radikali ile
birlesmesi ile meydana gelir ki bu reaksiyon da Haber-Weiss reaksiyonu olarak

adlandirilir [Valko et al., 2007].
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Fe™+H,0, — Fe™ +OH+ OH (Fenton Reaksiyonu)

0;"+H,O, — O, +'OH+ OH (Haber-Weiss Reaksiyonu)

Lipit peroksidasyonunu baslatan iki temel serbest radikal, hidroksil (OH’) ve
peroksinitrit radikalidir (OONO7). Hidrojen peroksitin metallerle birlesmesi ile OH,
O;7’nin NO ile birlesmesi ile de¢ OONO™ olusur. Peroksi radikal (RO;’) formlarinin
olusumu ile sonlanan lipit peroksidasyonu, OH' ve OONO™ in PUFA’ lardan bir proton
cikarilmasi ile baglatilir. ROy, hiicre zarindaki diger ¢oklu doymamis yag asitlerine
saldirarak lipit peroksidasyonundaki zincirleme reaksiyonlar1 tetikler. Bu zincirleme
reaksiyonlar, substrat tiikeninceye (Or; hiicre zarindaki lipitler) ya da RO,” nin bu
zincirleme reaksiyonlarini kirabilecek (E vitamini gibi) bir antioksidan molekdl ile

karsilagincaya kadar devam eder.

Lipit peroksidasyonu, hiicrelerdeki enzim sistemleri ve reseptorlerinin
degisimine, iyon kanallarindaki degisimlere ve kalsiyum ile diger iyonlarin zardan
gecisinde artisa neden olarak, hiicre zarlarinda siddetli hasara neden olur. Buna ek
olarak lipit peroksidasyonu son iiriinlerinin, inflamasyon ve apoptozu baslattigi, tiol

iceren bilesikleri inaktive ettigi de diisliniilmektedir [Acworth et al., 1997].

2.9. Antioksidanlar

Antioksidanlar (AO) hem direkt hem de dolayli olarak hiicre icerisinde meydana
gelen toksik radikal reaksiyonlarin olusturdugu oksidatif hasarin, ksenobiyotiklerin ve

karsinojenlerin, olumsuz etkilerine kars1 hiicreleri koruyan molekiillerdir.

Antioksidanlar baslica dort yolla oksidanlar1 etkisiz hale getirir [Gokpinar ve

ark., 2006]:

1- Siipiirme etkisi (Scavenging): Oksidanlar1 daha zayif bir molekiile

dontstiirerek etkisizlestirir. Oksidan enzimler ve mikromolekiiller bu yolla etki eder.
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2- Sondiirme etkisi (Quenching): Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktive

etmesine denir. Vitaminler, flavanoidler, timetazidin ve mannitol bu sekilde etki eder.

3- Zincir reaksiyonlarimi kirma etkisi (Chain Breaking): Hemoglobin,

seriiloplazmin ve agir metal oksidanlar1 kendilerine baglar ve inaktive eder.
4- Onarma etkisi (Repair): Oksidatif hasar gormiis biyomolekiilii onarirlar.

Dogal AO’ lar arasinda enzimler (siiperoksit dismutaz-SOD, katalaz-CAT,
glutatyon peroksidaz- GP, glutatyon rediiktaz, sitokrom-C oksidaz, hidroksiperoksidaz,
makromolekiiller (seriiloplazmin, transferring, ferritin, miyoglobin, heptoglobilin) ve
mikromolekiiller (betakaroten, A vitamin, C vitamin, E vitamini, tekoferoller, tiol iceren
glutatyon (GSH), N-asetil sistein, metionin, kaptopril, ubiguinon) sayilabilir [Hilmi,
1994]. AO’ lar, lipitler, DNA ya da proteinlerin oksidasyonunu Onleyen ya da
geciktiren molekiiller olarak tanimlanirlar [Halliwell et al., 1999]. Vitamin C, E, A,
beta karoten, metallotionin, NADPH, adenozin, koenzim Q-10, resrevatrol, glutatyon,
glutatyon peroksidaz, katalaz, siiperoksid dismutaz, polifenoller, flavanoidler vb.
maddeler bu grupta yer alirlar. Bu molekiillerden, siiperoksit dismiitaz, katalaz ve
glutatyon peroksidaz hiicre i¢i enzimatik isleve sahip antioksidanlardir. Hiicrede SOR
iiretimini engelleyen bu enzimler, pek ¢ok memeli hiicresinden izole edilmislerdir
[Mates, 2000].

Kiigiik molekiil agirligina sahip olan AO’ lar, suda ¢oziinen (askorbik asit, lirik
asit, biluribin, glutatyon, ¢inko ve selenyum) ve yagda ¢oziilebilenler (tokoferoller (E
vitamini), B-karoten, ubikinol-10 (koenzim Q-10) ve, likopen) olmak iizere iki grupta
toplanirlar.

Hiicre zarlarmin lipit tabakalarinda yeralan tokoferol ve [-karoten, lipit
peroksiyonunda meydana gelen zincirleme reaksiyonlari baskilar ya da durdururlar.
Bedende hiicreler arasi sivi igerisinde ise askorbik asit, bilirubin, transferin,
haptoglobin, albumin, {irat ve seruloplazmin gibi sayisiz AO karakterli molekiil

bulunmaktadir [Halliwell, 1999].

Memeli hiicrelerinde sentezlenen ve hiicre i¢i AO enzim olan glutatyon
peroksidazin (GSH-Py), SOR formlarina karsi ilk savunma mekanizmasi oldugu

diisiiniilmektedir. GSH-Py, substrat olarak glutatyonu (GSH) kullanarak H,O,’ yi suya
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ve oksijen molekiiliine doniistiiren siilfiirlii bir tripeptitdir (glisin, sistein, glutamin)
[Flohe, 1980]. GSH-Py’ in hiicre icerisinde, kofaktdr olarak selenyumu kullanarak
H,0, ve RO,’ yi doniistiiren ve kofaktdr olarak selenyumu kullanmadan H,O;’ nin

rediiklenmesini katalizleyen iki formu bulunmaktadir.

Doku igerisindeki GSH’nin azalmasi ile oksidatif hasar belirlenebilir. Bu durum
oksidatif hasara maruz kalan sigan hepatositlerinde meydana gelen GSH seviyesindeki

azalma ile gosterilmistir [Kurose et al., 1997].
H,0, +2GSH  —S8HPX o GSSG + 2H,0
ROOH +2GSH -S81PX o GSSG + ROH + H,0

Hiicrelerde meydana gelebilecek SOR hasarma karst ikinci savunma hattini
olusturan, E vitaminin de dahil oldugu tokoferol ve trienoller, a-tokoferoller, hiicre
zarinin yapisini olusturan lipitler igerisinde bol miktarda bulunurlar. E vitamini, hiicre
zarinin i¢ kisminda, PUFA’ larin bol bulundugu lipofilik bdlgede yer alarak lipit
peroksidasyonu sirasinda meydana gelen zincirleme reaksiyonlart durduran bir serbest
radikal tutucu olarak gorev yapar. Bir lipit peroksidasyon dalgasi hiicre zar1 iizerinde
konumlanmis olan E vitaminine ulastiginda, E vitamini serbest radikali oksitleyerek
etkisiz hale getirir ve boylece PUFA’ lar lipit peroksidasyonundan korur. Bu durumda
daha az reaktif olan E vitamini, C vitamini ile H,O varliginda birleserek E vitamini
tekrar eski haline doniislir. Suda ¢ozilinebilen bir AO olan C vitamini, ya direk olarak
SOR’ u yakalayarak ya da E vitamininin eski halini almasini saglayarak iki farkli

sekilde AO savunmada gorev alir [Marino, 1998].

Bir diger hiicre i¢i AO olan SOD ise aktif bolgesinde kofaktdr olarak
magnezyum, ¢inko ya da bakir iceren bir oksidorediiktazdir. SOD, O,”’i O, ve H,0»’

ye doniistiiriir.
0, "+ 0, + 2H+ ﬂb H,0, + O,

Canli igerisinde bulundugu yerler, sitozol (kofaktdr olarak bakir ve ¢inkoyu

kullanir), mitokondri (kofaktorii magnezyumdur) ve hiicre disindaki yiizeylerdir
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(kofaktorii ¢inko ve bakirdir). Mitokondrial SOD’ un antioksidan savunma sisteminde

temel rol oynadig: diisiiniilmektedir [Baskin and Salem, 1997].

Katalaz peroksizomlarda yer alan, H,O,” yi O, ve H,O’ ya aynstiran bir

proteindir.
2H,0, T, 2H,0+0;,

SOD, 0,1 H,0,’ ye, katalaz enzimi de H,O,’ yi O, ve H,O’ ya ayristirarak
birlikte is goriirler. Katalaz, diisik H,O, konsantrasyonlarinda alkol ve askorbati
kullanarak peroksidaz aktivitesi gosterebilir. Katalazin indirgeyici aktivitesi, H>O,,
metil ve etil hidroperoksitleri gibi kiigiik molekiillere karsidir. Biiyiik molekiilli
hidroperoksitlere etki etmez [Chaudiere and Ferrari, 1999].

2.10. Karotenoidler

Karotenoidler tetraterpen ailesinden olup 600’ den fazla dogal cesidi
bulunmaktadir.  Hayvan ve insanlarda sentezlenmeyip disaridan besinler ile
alinmaktadir. Karotenoidler yapisal olarak; yalniz hidrojen ve karbon atomu igeren
karotenoidler ve yapilarinda en az bir oksijen atomu tasiyan oksokarotenoidler olmak

tizere iki sinifa ayrilir.

Insan ve hayvanlarda &zellikle likopen ve B-karoten, diger AO’ larla beraber
veya onlar tetikleyerek peroksil ve singlet oksijen radikallerinin etkisi ile olusan
oksidatif siirece karsi rol oynarlar. Karotenoidlerle ilgili yapilan in vivo hayvan
deneylerinde ve insanlarda in vitro kanser hiicrelerinin inhibisyonunda rol oynadig:
belirlenmistir (Amir et al., 1999). Ozellikle likopenin akciger, kolon, gdgiis ve prostat
kanserlerinin olusumunu engelleyen besinlerden oldugu bir ¢ok arastirmaci tarafindan

kabul edilmistir [Giovannucci, 1999].
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2.11. Likopen

2.11.1. Likopenin Genel Ozellikleri

Domates (Licopersicum esculentum), diinya ¢apinda yaygin olarak tiiketilen bir
sebzedir. Son yillarda yapilan c¢alismalarin, igeriginde domates bulunan besin
maddelerinin tiiketiminin sindirimi kolaylastirdig1 prostat kanseri riskini azalttigi
sonucunu ortaya c¢ikarmasit bilim insanlarinin dikkatini bu sebze {izerinde

yogunlastirmistir.

Domates kayda deger miktarda likopen ve B-karoten igerir, iyi bir C vitamini
kaynagidir ve kafeik asit, klorojenik asit, ruti ve naringeninden olusan bir ¢ok
polifenolii igermektedir. Bunlarin yaninda domates E vitamini ve iz elementlerden
selenyum, bakir, manganez ve ve ¢inko gibi antioksidan enzimlerin kofaktorlerini

icermektedir [Pellegrini et al., 2000].

Onemli bir karotenoid olan likopen ise en fazla domateste olmak iizere; karpuz,
pembe greyfurt gibi meyve ve sebzelerde bulunur ve onlara kirmizi rengini verir
[Yaping et al., 2002]. Karotenoidlerin AO 6zellik ve islevleri onlarin kimyasal
yapilarindan kaynaklanir. Ciinkii bu yapida tekli ve konjuge ¢ift bagli bir sistemde 40 C
tiniti (C=C) kuyruk kuyruga baglanarak tetraterpen yapida uzar. Bu 6zellik de onlarin
singlet oksijen (O;") toplamalarina izin verir [Kurt, 2005].

Bu radikal toplama ozellikleri sayesinde kanser, kalp rahatsizliklar1 ve
dejeneratif géz hastaliklar1 gibi ciddi rahatsizliklara karsi koruyucu etkilerinin oldugu
bircok epidemiyolojik ¢aligmada gdosterilmis. Bununla birlikte likopenin biyolojik
sistemlerdeki serbest oksijenin (O,) en Onemli Onleyicilerinden biri oldugu
gosterilmistir.  Benzer epidemiyolojik sonuglar domates tiiketimi ile mide, barsak
sistemi, pankreas, mesane, serviks ve akciger kanserlerine yakalanma riskinin de

azaldigim gostermektedir [Hasler, 2000].

Insanlar tarafindan bitkisel besinlerle alinan karotenoidler, A-vitamini 6nciilii

olarak gorev yaparlar, bunlarin baglicalar1 a-karoten, B-karoten ve B-kriptoksantindir.
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En fazla bulunan ve en etkili olan1 B-karotendir. p-karoten A vitamin Onciilii olma
ozelligi yaninda biyolojik 6nemi lipit AO’ su olmasi ve 6zellikle singlet oksijen olmak

lizere serbest radikalleri notralize etmesidir [Asicioglu, 2005].

Likopen pro-vitamin A aktivitesine sahip degildir, insan serumunda da bulunur.
Likopen B-karotene gore in-vitro sistemlerde AO olarak daha biiyiik radikal toplama

aktivitesine sahiptir.

Likopeni de kapsayan diyete bagli AO’ larin reaktif oksijen tiirlerini inaktive
ettigi ve oksidatif hasara kars1 koruma saglayarak, prostat kanserinin Onlenmesinde
potansiyel molekiiller olabilecekleri diisiiniilmektedir. Bunun yaninda domates ve
domates iiriinlerinin, bazi kanser tiplerinin ve plazma lipit peroksidasyonun gelisimi ile
ters bir iliski gostermesi de likopenin AO 6zelliklerine baglanmistir [Pellegrini et al.,

2000].

2.11.2. Likopen’in Yapisi, Bulunurlugu ve Tasinmasi

Likopen diiz bir halka halinde dizilmis 11 adet ¢ift ve 2 adet tekli bag iceren
hidrokarbon zincirinin agik formundan olusur. Alfa karoten zincirinin sonunda agik bir
beta halkasi bulunur (Sekil 2.11.2.1.). Kimyasal reaksiyonlarda yiiksek veya diisiik
enerjide bu baglar trans formunda mono veya CiS izomerasyonuna maruz kalabilir.

Likopen genellikle all- trans ve 5-cis, 9-Cis ve 15-Cis izomeri formu ile taninir.

Sekil 2.11.2.1. Likopenin kimyasal yapisi.
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Insan plazmasinda en yiiksek diizeylerde bulunan karotenoidlerden olan
likopenin yar1 6mrii 2-3 giindiir. Likopen dogal likofilik karekterde oldugundan diisiik
dansiteli lipoprotein /LDL) ve c¢ok diisiik dansiteli lipoprotein (VLDL) yapilarinda yer
alirken yiiksek dansiteli lipoproteinlerde (HDL) bulunmaz. Diyet i¢erisindeki likopenin
baslica kaynaklar1 domates ve bu sebzeden elde edilen ketcap, sos ve domates suyu gibi
tiriinlerdir [Hadley et al., 2003]. Domatesteki likopen diizeyleri domateslerin ¢esitleri
ve olgunluklarina gore 0.85-13.6 mg/100gr arasinda degisiklik gosterebilir. Ham
domateste likopenin trans izomeri fazla iken, pisirilmis ve konserve domateslerde cis
izomeri daha yogundur. Trans likopen ve beta-karotenin -80 °C de dondurulmus
besinlerde konserve seklinde ii¢ y1l saglam olarak kaldigi rapor edilmistir [Thomas et

al., 1998].

Likopen igeren karotenoidler lipit miselleri ile birleserek barsak mukoza
ylizeyinden pasif difiizyon emilir. Likopen silomikron yapilara dahil edilerek
karacigere tasinmak iizere lenfatik sisteme birakilir ve en fazla hepatositler ve az

miktarda ise dalakta birikilir [Ferreira et al., 2000].

2.11.3. Likopenin Etkileri

Likopenin etkilerini genel olarak; antioksidatif etki, antikarsinojik etki ve

antiinflamatuvar etki olmak {izere li¢ ana baslikta toplayabiliriz.

2.11.3.1. Likopen’in antioksidatif etkisi

Cesitli stres faktorleri ile agiga c¢ikan reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri lipitler,
proteinler ve DNA gibi kritik hiicresel biyomolekiilleri etkileyerek osteoporoz,
kardiyovaskiiler, kanser ve sindrim sisteminde akut ya da kronik hastaliklara olan
yatkilig1 artirmaktadirlar. Bu sebeple AO’ larin besiler yoluyla alinmasi stratejik
molekiillerin oksidatif zarardan korunmasinda 6nemli rol oynadig: ileri siiriilmiistiir
[Ames et al., 1995]. Plazmanin AO kapasitesinin, AO bilesiklerin konsantrasyonlarina

ve sinerjilerine bagli oldugu ve bununda oksidatif zarara karsi lipoproteinlerle
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savunmada suda c¢Oziinen ve lipofilik AO’ lar arasinda var olan etkilesimden

kaynaklandig1 saptanmistir [Harats et al., 1991].

Karotenoidler diger serbest radikallerin olusumuna sebep olan singlet oksijeni
(.0,) ortadan kaldirmada etkilidir. Singlet oksijenin giderildigi siirecte enerji likopen
molekiiliine aktarilir. Degisim sirasinda enerji bakimindan zengin bir bilesik olusur.
Bilesikteki likopen fiziksel donme veya 1sinma seklinde enerji dagilmasi ile eski haline
doner ve baska serbest radikalleri ortadan kaldirmak icin hazir sekilde bilesikten ayrilir.
Likopen in vitro kosullarda giiclii bir AO 6zellik gosterirken, in vivo ortamlarda DNA,
protein ve lipitlerin oksidasyonuna karst koruyucudur. Likopenin in vivo ve in vitro
sartlarda oksidatif DNA hasarini azalttig1 saptanmistir [Matos et al., 2001]. Bowen ve
arkadaslar1 (2002) da likopen bakimindan zengin diyetin prostattaki oksidatif DNA
zararin1 azalltigini tespit etmislerdir. Ayrica yapilan klinik caligmalarda domates
tiikketiminin, insan I6kositlerinde oksidatif DNA hasarim1 onledigi saptanmistir [Porrini

and Riso, 2000].

2.11.3.2. Likopen’in antikanserojen etkisi

Likopenin antikanserojenik etkilerini; hiicresel dongiiyii durdurucu etki, hiicreler
aras1 birlesme yerlerinde (gap-junction) haberlesmeyi artiric1 etkisi ve IGF-1 Sinyal

iletimini inhibe edici etkisi olmak iizere ii¢ ana baslik altinda toplamak miimkiindiir.
a.) Hiicresel dongliyii durdurucu etkisi

Yapilan arastirmalarda likopenin prostat (Obermuller-Jevic et al., 2003) ve
uterus (Sahin ve ark., 2004) kanser hiicrelerinin gelisimlerini baskiladig: ileri
striilmiistiir.  Likopen, hiicre gelisimindeki D1 dongiistinii diizenleyerek hiicresel
dongiideki GO/G1 faz1 arasinda tutukluga onciiliik ettigi saptanmistir. GO/G1 fazi
arasinda tutukluk likopen ile tedavi edilen 16semi hiicrelerinde (Amir et al., 1999) ve

endometrial kanser hiicrelerinde [Nahum et al., 2001].
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b.) Hiicreler arasi birlesme yerlerinde haberlesmeyi artirict etkisi

Likopenin hiicreler aras1 birlesme yerlerindeki haberlesmede etkisinin oldugu ve

doku homeostazinda anahtar rol oynadigi ortaya konmustur [Saez et al., 2003].
c.) IGF-1 Sinyal iletimini baskilayic1 etkisi

Serum insiilin benzeri biliylime faktorii 1 (IGF-1) konsantrasyonundaki artis
prostat kanseri gibi kanser tiplerinde 6nemli rol oynar [Furstenberger and Senn, 2002].
IGF-1 kan seviyesini yiiksek olusu akciger, kolon, rektum ve prostat kanseri risklerinin
artisint onceden haber veren belirtegclerdendir.  Likopen, MCF-7 go6giis kanser
hiicrelerinde uyarilmis IGF-1 artisin1 énemli derecede diisiirmiistiir. Inhibisyon gelisimi
G1/S hiicre dongiisiiniin ilerlemesinin gecikmesiyle iliskilidir. Bu etki IGF-1 baglayan
proteinlerin likopenle diizenlenebilecegini ileri siirmiiglerdir [Karas ve ark. 2000].
Ayrica Siler ve arkadaglar1 (2004) sican prostat kanser modelinde yaptiklar1 ¢caligmada
besinlere 200 ppm likopen eklenmesi ile prostat tliimorlerindeki lokal IGF-1

ekspresyonunun diisiiriildiigiinii saptamislardir.

2.11.3.3. Likopen’nin antiinflamatuvar etkisi

Likopen, retinol, a-takoferol ve karotenoidlerin oksijen radikallerini yok etme
kapasitesi onemli AO 6zelliklerindendir. Likopen ve bazi AO vitaminler ile C-reaktif
protein (CRP) seviyesini belirleyen sistemik inflamasyon tepkimelerin arasinda ters bir
ilisgki bulundugu belirlenmistir. ~ Yapilan arastirmalar kanser ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin infalamasyon ve koagulasyon ile iligkili oldugunu goéstermistir. Likopen
enfeksiyoz etkenlere karsi savunma mekanizmalarini aktive ederek antiinflamatuvar
etki gosterir.  Likopen siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimlerini diizenleyerek
proinflamatuvar molekiillerden prostoglandin, prostosiklin, tromboksan ve lokotrien
sentezini baskilayarak yangiya yol acan reaksiyonlarida onledigi ileri siiriilmiistiir

[Pruthi et al., 2003].
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2.11.4. Likopen — Barsak- Kolit Iligkisi

Olusabilen kronik hastaliklarin tedavisi i¢in de farmasotik AO hem sentetik hem
de dogal preparatlar yapilarak kullanilmaya baslanmistir. Dolayisiyla arastirmacilar
daha ¢ok bitkilerdeki AO maddeleri belirleyerek, kronik hastaliklarin tedavisinde
kullanmaya baglamiglar ve dnemli sonuglar elde etmislerdir. Bu hastaliklardan biri de
kolonda baglatip rektuma kadar yayilabilen ve olusum nedeni hala tam olarak

bilinmeyen kolittir.

Diizgiin ¢alisan bir metabolizmada mitokondriyel sitokrom sistemi, sitozoldeki
organelleri zararli etkilerden korur. Bu sistemin yetersiz kaldigi durumlarda dogal
enzimler devreye girer. Enzimlerce etkisiz hale gtilemeyen oksidanlar ilk olarak hiicre
zarindaki lipitleri etkileyerek ‘lipit peroksidasyonu’ nu baslatirlar. Lipit
peroksidasyonu, zarda bulunan ¢oklu doymus yag asitlerinin (PUFA) serbest oksijen
radikalleri tarafindan peroksitler, alkoller, aldehitler gibi c¢esitli triinlere yikilmasi
reaksiyonudur ve sonugta ortaya ¢ikan biyo-aktif aldehitler hiicre hasarina neden oldugu
belirtilmistir [Benzer ve Ozan, 2003]. Vitamin E, Selenyum, Vitamin C ve
karotenoidler AO maddeler, metabolizmada c¢evresel faktorler, ilag veya ksenobiyotikler
tarafindan olusturulan oksidatif hasarlara kars1 koruyucu etkilere sahip oldugu ileri

stiriilmiistiir [Raifen et al., 2004].

Karotenoidler insanda ince barsakta %5-50 oraninda pasif difiizyon ile emilir.
Bu emilim oraninda diyetteki yag miktariyla iligkili oldugu aciklanmistir. Karotenoidler
hiicreyi oksidatif stresten, triplet molekiilleri ve singlet oksijeni siipiirerek, serbest

radikalleri baskilayarak korudugu bildirilmistir [Tee, 1992].

Karotenoidlerin oksidatif stres iizerine etkisine dair pek c¢ok arastirma
yapilmistir. Domates ve domatesten elde edilen tiriinler likopen ve diger karotenoidleri
icierir.  Likopen, bir alifatik karbondur ve dogal olarak bulunan yaklasik 600
karotenoidden bir tanesidir [Tapiero et al., 2004].

Likopen tarafindan giiclii bir sekilde olusturulan AO aktive, c¢esitli oksidatif
hasarlar, toksisite ve diger hastaliklarin 6nlenmesine katkida bulunmaktadir. Bundan

dolayi, karotenoidler arasinda likopen biyolojik etkin oksijen gruplarina karsi daha
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etkili, bir oksidandir ve hem in vivo hem de in vitro doku ve hiicrelerin iyilesme ya da

korunma yaptig1 calismalarda ortaya konmustur [Raifen et al., 2004].

Likopenin barsak mukoza hiicreleri i¢ine safra asit misellerinin olusturularak
almir. Bu hali ile barsagin fir¢a kenarli kismindan likopen hiicre i¢ine pasif difiizyon
ile girer. Likopenin hiicre ic¢ine girisinde hala hiicreler arasi spesifik proteinler
araciligiliyla m1 yoksa lipit damlaciklar1 seklinde taginmasi hakkinda hala tam net bir
bilgi yoktur. Barsak i¢indeki likopen silomikron yapilarina katilir ve buradan
mesenterik lenfe salgilanir ve oradanda kana geger. Bu hali ile kandaki likopen bobrek,
dalak, yag dokusu, akciger ve ilireme organlarina pasif diflizyon ile (Sekil 2.11.4.1.)
gecer [Thomas et al., 2002].

Barsak Liimeni Firca kenar Barsak mukuza hiicresi

mezenterik lenf

SLi YA ST

Q
l l l ‘ > Lik —silomikronlar—— ‘
Mﬁnmis \‘)\) Q

Likopen izomerleri silomikronlar

Sekil 2.11.4.1. Likopenin barsaklardan alinmasi ve tasinmasi. Thomas ve ark. dan (2002)
degistirilerek almmustir (SLI: serbest likopen izomerleri, YA: yag asitleri, ST: safra tuzlari, Lik:
likopen).

Likopenin sindrim sistemi ile baglantili hasar goérmiis doku organlarin

tadavisinde etkili sonuglar yapilan arastirmalarla elde edilmistir. Ozellikle farinks,
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O0zefagus, mide, rektum, kolon (Franceschi et al., 1994), mesane ve prostat
(Giovannucci et al., 1999) gibi organlarda olusan inflamasyon ve kanser vakalarinda

likopenin tedavi stirecinde oldukga etkili sonuclar elde edilmistir.

Son yillarda likopen, barsak ve kolit iligkisine ait bir ka¢ ¢alisma yapilmistir.
Raifen ve ark., (2004) iodoasetamid ile olusturduklari deneysel kolit modelinde,
sicanlarin (iic giin) diyetlerine 5-aminosalisilik asit ve likopen verdiklerinde olusan
inflamasyonu ve oksitadif stresi azalttiklarini ileri siirmiiglerdir. Ayrica Martinez-Ferrrer
ve arkadaslar1 (2006) Fisher 344 siganlarinda azoksimetan ile olusturulmus kolon

tiimorlerin, diyet olarak verilen likopen ile azaldigini bildirmislerdir.

Tiim bu literatlir bilgileri 15181 altinda; kolitte, nedeni bilinmeyen ya da asiri
iNOS aktivitesinden dolayr artan NO ve metabolitlerinin toksik etkilerini ortadan
kaldirilmasinda su ana kadar kullanilan gerek iNOS inhibitorleri gerekse diger kimyasal
maddelerin hem yan etkilerinin fazla olmasi hem de tedaviye tam cevap verememesine

bagli olarak bagar1 saglanamadigi belirlenmistir.

Calismamizda,  siganlarda  trinitrobenzensiilfonik  asit (TNBS) ile
olusturudugumuz deneysel kolitte, AO 6zelligi iyi bilinen likopenin; reaktif oksijen
tiirlerine ve olusan oksidatif hasara karsi koruma saglaylp saglamadigini kan

parametreleri ile belirlemeyi amagladik.
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Gerec¢

3.1.1. Deney Hayvanlar: ve Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismamizda Osmangazi Universitesi Tibbi ve Cerrahi Deneysel Arastirma
Merkezi’ nden (TICAM) temin edilen yaklagik 220-250 gram agirhiginda, erkek
Sprague Dawley 1rki siganlar kullanildi.  Calismaya baglamadan 6nce Eskisehir

Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik kurulu onay1 alinmigtir (PR-07-03-15-2).

Calismamiz kontrol, TNBS (120 mg/kg), L-NAME (40 mg/kg), Zeytinyag: 1
mg/kg, Likopen 5 ve 10mg/kg olmak iizere 112 adet sigan her grupta 7 hayvan olacak
sekilde 16 gruba ayrildi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Kimyasal Maddeler ve Uygulamalari

Kullanilan TNBS, L- NAME, likopen Sigma sirketinden saglandi. Deney
gruplart Oncelikle % 50’ lik metanol ile hazirlanan TNBS’ ten 120 mg/kg doz
hazirlandi. TNBS si¢canin aniisiinden yaklasik 8 cm kadar iceri girilerek, bir ince plastik

kaniil araciligi ile verilerek siganlarda akut deneysel kolit olusturulmustur [Kankuri et

al., 1999].

TNBS verilmesinden bir giin sonra intraperitonal olarak (i.p.), 40 mg/kg L-
NAME, (iNOS nonselektif inhibitorii), 5 ile 10 mg/kg likopen dozlar1 zeytin yaginda
(1:1) hazirlanarak, ti¢ giin siire ile (her gilin) deney gruplarina verilmistir. TNBS
verilmesinden sonra L-NAME, zeytinyagi ve likopen gruplarindaki si¢anlar birinci,
ikinci ve ligiincii glinlerde eter anestezisinde diseksiyonlar1 yapilmis daha sonra kan ve

doku 6rnekleri alinmugtir.
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3.2.2. Kan Orneklerinin Alinmasi

Sicanlar kan Ornegi icin eter ile anestezi edildi. Icerisinde % 3.8’lik sodyum
sitrat (1:9, sodyum sitrat: kan) bulunan enjektorlerle dogrudan kalpten (intrakardiyak)
yaklasik 5 ml kan alinmistir. Her bir deney grubundaki sicanlardan birinci, ikinci ve
ticiinci glinlerde almman kan bekletilmeden Coulter marka kan sayim cihazinda

sayilmistir.

3.2.3. Istatistiksel Degerlendirme

Calismamizda kan olarak kontrol ve deney gruplarina ait elde ettigimiz verilere
SPSS [SPSS for Windows, 1999] istatistiksel paket programinda (9.05) tek yonli
ANOVA testi uygulanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Periferik Kan Parametrelerinin Bulgular

Kontrol ve deney gruplarindan intrakardiyak alinan kan 6rnekleri bekletilmeden

hayvanlara 6zgii (hemawet marka) kan sayim cihazinda sayildi. Daha sonra elde edilmis

periferik kan (eritrosit, 16kosit ve trombosit) degerlerinin SPSS 9.0 paket istatistik

programu ile istatistiksel analizleri yapilarak tablo ve grafikleri elde edilmistir.



Tablo 4.1.1. 1. Kontrol ve deney gruplarinin periferik kan degerleri.

PERIFERIK KAN PARAMETRELERI

GRUPLAR 1.GUN 2.GUN 3.GUN

Eritrosit | Lokosit Trombosit Eritrosit | Lokosit Trombosit Eritrosit | Lokosit Trombosit

10°mm® | 10° mm® | 10° mm® 10°mm® | 10° mm® | 10° mm® 10°mm® | 10° mm® | 10° mm®
Kontrol 9.6+0.6 6.7+1.8 961.2+143.2 | 9.6+0.6 6.7+1.8 961.2+143.2 | 9.6+0.6 6.7+1.8 961.2+143.2
120mg/kg 10.2+0.8 | 14.6£2.1 | 1372+181.5 9.1+1.7 12.6+£1.7 | 839.4+159.4 | 13.4+4.3 | 8.9+0.7 992.7+156.7
TNBS
40 mg/kg 6.2+0.6 10.8+£1.6 | 472.3+74.4 9.0+0.5 12.6+£5.5 | 851.4+153.0 | 12.1£3.1 | 9.6+0.9 1030.1+98.8
L-NAME
1mg/kg 8.3£1.0 17.1£5.2 | 627.3+88.8 9.2+1.3 9.34+2.3 855.4+107.9 | 12.3+2.9 | 8.8+0.7 1037.4+88.4
Zeytinyag
Smg/kg 8.2+0.5 15.0+4.5 | 700+51.2 8.5+0.9 9.5+£1.7 833.7+73.8 11.3£3.2 | 8.3+0.8 1050.4+89.4
Likopen
10 mg/kg 8.3£1.5 12.2+2.4 | 649.6+98.7 9.0+0.5 8.0+£2.9 828.7+129.4 | 8.4+0.5 12.6£0.9 | 640.9+94.9
Likopen

42
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4.1.1 Eritrosit Degerlerinin Karsilastirilmasi
1. giin eritrosit degerleri (Tablo 4.1.1 ve grafik 4.1.1.);

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda; TNBS grubu hari¢ diger tiim deney
gruplarinda eritrosit sayilart kontrole gore ileri derecede 6nemli azalma gosterirken
(p<0.001), TNBS grubunda eritrosit sayisi kontrole ve deney gruplarina gore ileri
derecede 6nemli artis géstermistir (p<0.001).

L-NAME grubunda eritrosit sayist 1 mg/kg zeytinyag: grubu ile 5 ve 10 mg/kg
likopen gruplarina gore istatistiksel olarak ileri derecede onemli azalma gostermistir

(p<0.001).

Zeytinyag1 grubu, 5 mg/kg likopen grubu ve 10 mg/kg likopen grubu arasinda

eritrosit sayilar1 bakimindan anlamli fark bulunmamaistir (p>0.05).

2. giin eritrosit degerleri (Tablo 4.1.1. ve grafik 4.1.1.);

Kontrol grubu, TNBS grubu, L-NAME grubu, zeytinyagi grubu, 5 ve 10 mg/kg
likopen gruplari arasinda eritrosit degerleri bakimindan kiigiik degisiklikler goriilmekle
birlikte bu degisiklikler istatistiksel acidan anlamli bir fark olarak kabul edilmemistir
(p>0.05).

3. giin eritrosit degerleri (Tablo 4.1.1. ve grafik 4.1.1.);

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda; TNBS, L-NAME, zeytinyagi ve 5 mg/kg
likopen gruplarinda eritrosit sayilar1 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir artis
gosterirken (p<0.05), 10 mg/kg likopen grubu kontrole gore azalma gostermistir ancak

bu azalma istatistiksel agidan anlamli bir fark olarak kabul edilmemistir (p>0.05).
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TNBS grubunda eritrosit sayisi diger biitiin deney gruplarina gore yiiksek

olmasina ragmen bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p>0.05).

L-NAME grubu, zeytinyagi grubu ve 5 mg/kg likopen gruplart eritrosit sayilar
acisindan karsilastirlldiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir
(p>0.05). Ancak 10 mg/kg likopen grubuyla karsilastirildiginda likopen grubunda

eritrosit sayisindaki azalma istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0.05).

Zeytinyagl grubu, 5 mg/kg likopen gurubuyla karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlaml fark (p>0.05) gostermemesine karsin, 10 mg/kg likopen gurubuna gore

istatistiksel agidan anlamli bir artis gostermistir (p<0.05).

5 mg/kg likopen grubunda eritrosit sayisi 10 mg/kg likopen grubuna gore artis
gbstermis ve bu artig istatistiksel acidan anlamli bir fark olarak kabul edilmistir

(p<0.05).



Grafik 4.1.1.1. Kontrol ve deney gruplarinin 1., 2.

ve 3. giinlerine ait eritrosit degerleri.
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4.1.2 Lokosit Degerlerinin Karsilastirilmasi

1. giin l6kositdegerleri (Tablo 4.1.1. ve grafik 4.1.2.1);

TNBS, L-NAME, zeytinyagi, 5 ve 10 mg/kg likopen gruplarinda 16kosit sayilar
kontrol grubuna gore oldukca artmis ve bu artis istatistiksel olarak ileri derecede 6nemli

bir artis olarak kabul edilmistir (p<0.001).

TNBS, L-NAME, zeytinyagi, 5 ve 10 mg/kg likopen gruplarinda 16kosit sayilar
arasinda artma veya azalma goriilmesine ragmen bu farkliliklar istatistiksel olarak

anlaml kabul edilmemistir (p>0.05).

2. giin lokosit degerleri (Tablo 4.1.1. ve grafik 4.1.2.1.);

Deney gruplari 16kosit sayilart bakimindan kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
TNBS ve L-NAME gruplarinda kontrole gore goriilen artis istatistiksel bakimdan ileri
derecede anlamli bir fark olarak kabul edilirken (p<0.001), kontrol grubuna gore

zeytinyagi, 5 ve 10 mg/kg likopen gruplarinda goriilen artis anlamli bulunmamistir

(p>0.05).

TNBS, L-NAME, zeytinyagi, 5 ve 10 mg/kg likopen gruplarinda I6kosit sayilar
artis bakimindan farkliliklar gostermelerine ragmen bu farkliliklar istatistiksel agidan

anlamli bulunmamstir (p>0.05).

3. giin lokosit degerleri (Tablo 4.1.1. ve grafik 4.1.2.1.);

Deney gruplari 16kosit sayilart bakimindan kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
16kosit sayilar1 kontrole gore oldukga artis gortermis olup bu artis istatistiksel agidan

ileri derecede 6nemli bir artis olarak kabul edilmistir (p<0.001).
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TNBS grubunda 16kosit sayisindaki artis 5 mg/kg likopen ve zeytinyagi
gruplarina gore daha az olup bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).
Buna karsilik 10 mg/kg likopen grubunda 16kosit sayist TNBS grubuna gore oldukca
yuksek bulunmustur (p<<0.001).

Zeytinyagl, L-NAME ve 5 mg/kg likopen gruplarinda 16kosit sayilari
bakimindan anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). Buna karsilik 10 mg/kg likopen
grubunda 16kosit sayis1 zeytinyagi, L-NAME ve 5 mg/kg likopen gruplarina gore ileri

derecede 6nemli bir artig gdstermistir (p<0.001).



Grafik 4.1.2.1 Kontrol ve deney gruplarinin 1., 2. ve 3. giinlerine ait 16kosit degerleri.
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Grafik 4.1.3.1. Kontrol ve deney gruplarmin 1., 2.
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Deney gruplart trombosit degerleri bakimindan kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, TNBS grubunda kontrole gore ileri diizeyde bir artig goriiliirken
(p<0.001), L-NAME, zeytinyagi ile 5 ve 10 mg/kg likopen gruplarinda ileri derecede

onemli bir azalma saptanmistir (p<0.001).

L-NAME grubunda trombosit sayisindaki azalma diger tiim gruplardan fazla
bulunmustur (p<0.001).

Zeytinyagi grubu ile 5 ve 10 mg/kg likopen gruplar1 arasinda trombosit degerleri

bakimindan anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05).

2. giin trombosit degerleri (Tablo 4.1.1. ve grafik 4.1.3.1.);

Kontrol ve diger deney gruplar arasinda trombosit sayisinda ¢cok fazla degisiklik

bulunmadigindan istatistiksel olarak anlamli fark (p>0.05) bulunmamustir.

3. giin trombosit degerleri (Tablo 4.1.1. ve grafik 4.1.3.1.);

Sadece kontrol grubu ile 10 mg/kg likopen grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark (p<0.001) bulunmus olup diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark (p>0.05) goriilmemistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

[ltihabi barsak hastaliginda (IBH) anemi, sikhigi %8.8 ile %73.7 arasindadir.
Anemi, IBH olan hastalarin yasam kalitesini énemli &lgiide azaltmaktadir. IBH> de
anemi patogenezinde en sik demir eksikligi ve kronik hastalik anemisi goriilmektedir.
Demir eksikligi anemisi genellikle kronik intestinal kan kaybi nedeniyle olugmaktadir
[Giannini et al., 2006]. Demir eksikligi anemisi tedavisinde yillardan beri oncelikli
olarak oral demir preperatlari kullanilmaktadir. Ancak verilen demirin siirli miktar
emilmektedir (10/30 mg), emilemeyen demir barsak igeriginde kalir. Demirden zengin
barsak icerigi iilser alanlarinda hikroksil radikalleri olusumunu artirabilir. Demir bunu
Fenton reaksiyonunu katalizleyerek yapar. Hidroksil radikalleri son derece zararlidir ve
doku hasarina neden olmaktadir [Kulnigg and Gasche., 2006]. Bu hipotezi destekleyen
pek ¢ok hayvan ¢aligsmasi yapilmistir.

Carrier ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada (2006) demirin, dekstran stilfat
sodyum (DSS) ile uyarilan kolitli siganlarda nétrofilik infiltrasyon, sitokinler ve niikleer
faktor kappa-B (NF-kappaB) aracili inflamasyona etkisi ve vitamin E ile
kombinasyonunun olasi yararlar1 arastirildi. DSS verilen sicanlar 4 gruba ayrildi:
normal beslenen kontrol grubu, yiiksek demir (3000 mg/kg) verilen grup, sadece
vitamin E (2000 mg/kg) verilen grup ve demirle vitamin E’ nin birlikte verildigi grup.
Kolonik inflamasyon, myeloperoksidaz aktivitesi (MPO), lipit peroksidaz (LPO),
proinflamatuvar sitokinler (TNF-a, IL-1, IL-6) ve NF-kappaB baglanma aktivitesi
Ol¢iildli. Demir verilen grupta, kontrol ve vitamin E verilen gruba gbére anlamli olarak
artmis inflamatuvar skor, MPO, TNF-a, IL-1, LPO ve NF-kappaB aktivite diizeyi
saptandi. Demir ve vitamin E beraber verilen grupta ise inflamatuvar skor, TNF-alfa ve
IL-6 anlamli olarak azalmisti. Bu c¢alisma kolit varliginda demirin, oksidatif stres,
notrofilik infiltrasyon, sitokin ve NF-kappaB aktivitesini artirarak hastalik aktivitesini
artirdigl ve vitamin E ile bu etkinin kismen azalabilecegi saptanmistir. Bu deneysel
calisma, hastaligin aktivitesi ile oksidatif stres arasindaki baglantiy1 ortaya koymaktadir.

Insanlarda her yas grubunda gériilebilen kolitin tam olarak olusum nedeni
bilinmemesine ragmen, hastalifin etiyoloji ve patogenezinde genetiksel, g¢evresel
etkenler (Blumberg et al., 1999), mikroorganizmalar (Rath et al.,1996) ve bagisiklik

sistemi bozukluklar1 (Fuss et al., 1996) ile olusabilecegine ait deliller elde edilmistir.
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Gerek beden hiicrelerinden alinan biyopsi Orneklerinde (Rachmilewitz et al.,
1995] gerekse notrofil, makrofaj, epitel ve endotel hiicrelerinde yapilan analizlerde
(Iwashita et al., 1998) nitrik oksitin (NO) miktarmin asir1 artmasi, UK igin &nemli
patolojik belirleyici etken oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Ayrica kolit ile ilgili yapilan
caligmalarda, NO’ dan tiireyen peroksinitrit ve oksijen radikallerinin, olusan harabiyeti
daha fazla artirdig1 belirlenmistir [McCafferty, 2001].

IBH’de anemi, demir eksikligi ve iltihap anemisinin (6rnegin kronik hastalik
anemisi ACD) bir arada goriildiigli ve eritrosit liretiminin farkli asamalarinda aktive
olan bagisiklik sisteminin olumsuz etkilerinden kaynaklanan bir prototiptir. Demir
eksikligi ve ACD’ nin yanisira, metabolizmaya bagli rahatsizliklar, vitamin eksikligi ve
IBH tedavisinde sik kullanilan ilaglar da IBH’de goriilen anemiyi azdirabilir. [Gasche et
al., 2004]. inflamasyon, normal eritrosit iiretimi igin ¢cok &nem teskil eden ii¢ biiyiik
adimi etkilemekte ve dolayisiyla inflamasyona bagli anemi gelisimine yol agmaktadir.
Bu etkiler; a.) Bagisiklik sisteminin neden oldugu demir trafiginde meydana gelen
sapma, demir metalinin makrofajlarda hapsolmasina yol acar ki bu da demirden yoksun
eritrosit iiretimi ile sonuclamr. b.) inflamasyon, eritrosit {iretimini uyaran en onemli
hormon olarak bilinen eritropoietinin biyolojik faaliyetini koreltmektedir.  c.)
Inflamasyon, eritrosit &nciil hiicrelerinin farklilasma ve ¢ogalmasini inhibe etmektedir.

Bedenin demir dagiliminda meydana gelen degisikliklere sitokin ve akut faz
proteinleri neden olmaktadir. Bu degisiklikler arasinda, demir dengesini saglayan
baslica unsur olarak bilinen hepsidin 6nemli rol oynamaktadir. Bu madde ¢cogunlukla
karacigerde asir1 demir yiiklenmesine bir yanit olarak ya da lipopolisakkarit ve
interlukin-6 gibi proinflamatuvar uyaricilarin devreye girmesiyle viicutta iiretilir.
Hepsidin, etkisini hiicrelerden disariya demir ¢ikisin1 saglayan ferroportin (SLC40S1)
tizerinden ylriitiir. Hepsidinin ferroportine baglanmasi, onun internalizasyonuna ve
lizozomal degredasyonuna sonug¢ olarak da ferroportinin membrandan kaybina yol
acmaktadir. Dolayisiyla, duedenal enterositlerden emilen demirin kan dolagimina
gecisini engeller. Bu etki tiimor nekroz faktorii (TNF-a) ile daha da vahim bir hale
gelebilir ki Oyle bir durumda demir elementi makrofaj ve monositlerde hapsolur. Bu
hapsolma onemli bir etkidir ¢iinkii makrofajlar, eritrofagositlerin yakaladig1 yash
eritrosit hiicrelerindeki demirin tekrardan kullanilmasinda etkili oldugu bilinmektedir.

Fagositlerin igerisindeki demir, hem’ in enzimatik bozulmasi ile geri doniistiiriiliir ve
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ferroportin araciligi ile tekrar kan dolasimina gonderilir. Zaten giinliik demir ihtiyacinin
%90’ 1 bu sekilde saglanir. Inflamasyon durumlarda ise, oksidatif stres ve lipid
peroksidasyon sonucu eritrositlerin biyolojik yar1 Omiirleri azalir. Boylece,
eritrofagositler ¢ogalip demirin tekrar kana karigsmasini azaltir. Ayrica, inflamasyonu
tetikleyen ve Onleyen sitokinler bir taraftan bu hiicrelerdeki ferroportin
transkripsiyonunu baskilarken, demirin alindig1 kanallar1 uyararak, monosit ve
makrofajlarin icerisinde demirin hapsolmasina katkida bulunur. Tim bu olaylar,
demirin fagositlerin icerisinde hapsolmasina yol a¢ip fonksiyonel demir yetersizliginin
ortaya ¢ikmasina zemin hazirlar. Bu da su anlama geliyor ki viicutta demir bol miktarda
bulunmasina ragmen, bu element eritrosit iiretimi icin elverisli degildir. [Nemeth et al.,
2004]. Tiim bu bilgiler degerlendirildiginde IBH’ de gelisen aneminin dnlenmesinde
sadece demir ve vitamin replasmani aneminin giderilmesinde yeterli olamamaktadir.
Bundan dolay1 inflamasyonu 6nleyen ve hiicre koruyucu etkileri bilinen antioksidan
maddeler ve ilaclar kullanilarak hastaligin etkin tedavisi gerekmektedir.

Calismamizda antioksidan ve hiicre koruyucu etkileri oldugu bilinen likopenin
kolitte gelisen oksidatif hasara ve dolayisiyla anemiye karst muhtemel koruyucu etkisi
test edildi. Deney gruplan periferik kan parametreleri yoOniinden kontrolleriyle
karsilagtirildiginda; 120 mg/kg TNBS verilen deney grubunda eritrosit ve trombosit
sayilar1 1. ve 3. giinde artis gosterirken, 2. giinde ¢ok az bir diislis gostermistir. Ayni
grupta l6kosit sayist 1. ve 2. giinde daha fazla olmak iizere inflamasyonu isaret edecek
sekilde deney siiresince kontrolden yiiksekti. 40 mg/kg L-NAME verilen deney
grubunda eritrosit sayis1 1. ve 2. giinde kontrol grubuna goére azalma gosterirken 3.
giinde olduk¢a artmistir. L-NAME grubunda deney siiresince trombosit sayisindaki
degisiklikler anlamli bulunmamistir. Lokosit sayist deney siiresince artmistir. 1 mg/kg
zeytinyag1 verilen deney grubunda 16kosit sayilari 1. glin daha fazla olmak tizere deney
stiresince yiiksekti. Deneyin 1. giiniinde diislis gosteren eritrosit sayisi 2. ve 3. glinlerde
giderek artt1 ve inflamasyona karsi 16kosit cevabina paralel bir sekilde seyretti.
5 mg/kg likopen grubunda eritrosit ve trombosit sayilar1 kontrole gore 1. ve 2. giinde
azalma gosterirken 3. giinde tiim degerler artis gostermistir. 10 mg/kg likopen
grubunda eritrosit ve trombosit sayilari kontrole gore deney siiresince diisiik
bulunmustur. Lokosit sayist ise 1. ve 3. giinde daha fazla olmak iizere deney siiresince

artmistir. Lokosit sayisinin artmasi inflamasyon siddetinin artmastyla iligki olabilir.
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Koruyucu etkilerini arastirtirdigimiz L-NAME ile 5 ve 10 mg/kg likopenin
anemiyi Onlemede ve bir anlamda antioksidan etkinliklerini ortaya koymada periferik
kan degerleri karsilastirildiginda 1. ve 2. giin eritrosit sayisinda L-NAME’ de daha ¢ok
azalma goriilmiistiir. 3. giinde ise eritrosit sayisinda L-NAME ve 5 mg/kg likopen
grubunda artma goriilmiis, 10 mg/kg likopen grubunda azalma goriilmistiir. Lokosit
sayisinda ise artma gostererek 1. giin en ¢ok 5 mg/kg likopen grubunda, 2. Giin ise
engok L-NAME grubunda artma goriilmiistiir. 3. giin L-NAME ve 5mg/kg likopen
grubunda tiim degerlerde artma goriilmiis, 10 mg/kg likopen grubunda ise eritrosit ve
trombosit sayisinda azalma goriilmiistiir.

10 mg/kg likopen grubunda 3. giinde eritrosit ve trombosit sayisinin azalmasi
aneminin ve dolayisiyla inflamasyonun azalmasi anlamina gelebilir. Bu anlamda 10
mg/kg likopen grubu koruyucu olarak kullandigimiz L-NAME ve zeytinyagindan daha
koruyucu olmustur.

Calismamizda kan parametrelerinden deneyin 1. giiniinde TNBS grubunda
trombositlerin asir1 artmasi akut inflamasyona ve barsak kanamasma bagli olabilir.
Diger taraftan bu grupta deney siiresince lokositlerin artmasi ise meydana gelen
inflamasyona karst immiin cevabin siddetlenmesini isaret ediyor olabilir. TNBS
grubunda deneyin 3. giinlinde eritrosit sayisinin artmast TNBS’ nin eritrosit yapimini
uyarmasindan degil, depolanmis eritrositlerin salinimini uyarmasindan kaynaklaniyor
olabilir. Dahas1 ayn1 etkiyi L-NAME ve zeytinyaginin yapabilecegine dair deneysel
bulgular rapor edilmistir. Bu durum, kolit siddetinin azalmasiyla kan tablosunun
normale yakin degerlere geldigini ve dolayisiyla TNBS’ nin ve L-NAME’nin dogrudan
kan hiicrelerinin yapimina etki edemeyecegini ve bu artisin depolanmis kan hiicrelerinin
salinimini uyarmalariyla olabilecegini gostermektedir.

Bu ¢alismanin birinci kismi olan barsak dokusu histopatolojisine bakildiginda 5
ve 10 mg/kg likopen nedenli iyilesme likopenin hiicre koruyucu etkileri oldugunu
gostermektedir. Buradan likopenin kolitte gelisen anemiyi Onlemede de etkili
olabilecegi fikri dogmustur. Nitekim periferik kan bulgularimiz 6zellikle deneyin 2. ve
3. giinlerinde likopenin kontrol grubuna yaklastigini gostermektedir.

Yaping ve arkadaslarinin yaptigt calismada (2004), likopenin hem
antiinflamatuvar hem de antikoagulan etkiye sahip oldugunu ortaya g¢ikarmislardir.

Bizim ¢alismamizda da 5 ve 10 mg/kg likopen verilen deney gruplarinda kontrollerine
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oranla trombosit sayilarinin 5 mg/kg likopenin deneyin 3. giiniinde istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmeyen kii¢iik bir artis1 hari¢ deney siiresince diisiik bulunmustur. Bu
sonug likopenin antikoagiilan etkileri oldugu anlamina gelebilir.

Altuner ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir deneysel kolit modelinde (2010)
metallotioneinlerin (MT) kemik iligini dogrudan mitotik bir etki ile uyararak periferik
kan hiicreleri sayisin1 doza bagl olarak artirabilecegini 6ne siirmiislerdir. Diger taraftan
koliti tedavi etmek amaciyla kullanilan yiiksek dozda L-NAME’ nin periferik kan
tizerine etkisinin oldukg¢a az oldugu ve iyilestirme etkisini ancak kolit siddetinin azaldig1
deneyin 3. giinlinde gosterdigi anlasilmistir ve bu da L-NAME’nin depolanmis kan
hiicrelerinin salinimini saglayabilecegini ortaya koymaktadir. Deneysel bulgularimiz
literatiir bildirimleriyle uygunluk gostermektedir. Nitekim deneysel ¢alismamizin 3.
giiniinde L-NAME grubunda eritrosit ve trombosit sayilari artmistir.

Sonug olarak, deneysel akut kolit modelimizde likopenin, hemopoezde ve
aneminin Onlenmesinde etkili oldugunu sdyleyebiliriz ancak ne Slgiide etkili oldugunu

sOyleyebilmek i¢in kronik kolit modellerinin olusturulmasi gerekir.
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