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SICANLARDA KOLIT MODELINDE ETIL PIRUVATIN INFLAMATUAR YANIT
UZERINE ETKISININ ARASTIRILMASI
Dr. Nazim GURES, DEU Saglik Bilimleri Enstitisii, Laboratuvar Hayvanlar1 Bilimi AbD,

[zmir

OZET

Amag: Inflamatuar bagirsak hastaliklar;, morbidite ve mortalite ile seyredebilen, Diinya
genelinde yaygin ve etkili tedavi arayiglar1 siiren hastaliklardir. Bu ¢alismada bir
antiinflamatuar ve antioksidan etkili bir ajan olan etil piriivatin (EP) deneysel kolit
modelindeki etkisi arastirildi. Yontem: On yedi Wistar sigan 3 gruba ayrildi. Sham grubunda
(n=3) kolit modeli ve tedavi uygulanmadi; EP grubunda (n=7) ve SF (Serum Fizyolojik)
grubunda (n=7) %6 ‘lik asetik asit ile kolit modeli olusturuldu. EP grubuna 7 giin boyunca EP
(50 mg/kg), SF grubuna da aym siirede ve aynit miktarda SF subkutan olarak uygulandi.
Sicanlarin agirliklar tartilarak agirlik degisimleri 6lglildii. 7. giinlin sonunda tiim hayvanlar
sakrifiye edildi. Cikarilan distal kolon segmentleri histopatolojik ve biyokimyasal olarak
incelendi. Bulgular: Cikarilan distal kolon segmentlerinde EP grubunda SF grubuna gore
histopatolojik olarak iyilesme gozlendi. MDA parametreleri EP grubunda SF grubuna gore
daha diisiik olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. EP grubundaki si¢anlarda
SF grubundakilere gore daha belirgin agirlik artist goriilmesine ragmen bu farklilik
istatistiksel olarak anlamli degildi. Sonug¢: EP sicanlardaki koliti iyilestirmektedir. Boylelikle,

inflamatuar bagirsak hastaliklarinin tedavisinde etkili bir ajan olabilir.

Anahtar Kelimeler: Kolit, Etil Pirtivat, Sigan



INVESTIGATION of THE EFFECTS of ETHYL PYRUVATE on THE INFLAMATORY
RESPONSE in RAT COLITIS MODEL
Nazim GURES, MD. Dokuz Eylul University, Health Sciences Institute, Labaratory Animal

Science Department, [zmir.

SUMMARY

Objective: Inflamatory bowel diseases are common worlwide health problems that results in
morbidity and mortality and many efforts of effective treatment are still in progress for them.
In this study, we evaluated the effects of ethyl pyruvate (EP), an antiinflamatory and
antioxidant agents, in the model of acute rat colitis. Method: Colitis were induced by distal
instillation of % 6 acetic acid. Seventeen Wistar albino rat was divided 3 groups. In Sham
group ( n=3) , neither colitis induced and nor treatment were given. Both EP groups and SF
(fisiologic serum) groups were treated 7 days along by subcutenous administration of equal
volume of EP (50 mg/kg) and SF to each group separetely. At the end of this period, rats were
sacrified and their distal colonic segments were extracted. Results: On histopathological
examination, mucosal ulceration and inflamation were more severe in SP group rather than
the EP group; thus EP group had more healing. These result has proved by statistically. MDA
analysis results were in EP group more modarate; but, showed no statistical meaning. When
comparasion of the mean weight values, EP group has more prominent increase than the SF
group; but, also showed no statistical meaning. Conclusion: EP improves colitis in rats and it

may be promising agent for the treatment of inflamatory bowel diseases.

Key Words: Colitis, Ethyl Pyruvate, Rat



1. GIRIS VE AMAC

1.1.Problemin Tanimi ve Onemi:

Kolit, kolon mukozasini tutan bagirsak fonksiyonlarinda degisiklik ve intestinal
inflamasyon semptomlar1 olusturan bir inflamatuvar siirectir. Kolite yol acan inflamatuvar
barsak hastaliklar1 (IBH) gastrointestinal sistemi tutan, nedeni tam olarak belirlenemeyen
morbidite ve mortaliteyle seyreden kronik ilerleyici bir hastaliktir. IBH, hem kronik karm
agrisi, kanli diyare, ates gibi yasam kalitesini diisiiren semptomlar olusturmakta hem de
kanser riskini 6nemli dl¢lide arttirmaktadir. Ayni1 zamanda, tiim diinyada isgiicii kayiplar ve
tedavi masraflart ile sosyoekonomik bir problemdir. Bir¢cok cerrahi ve ilagla tedavi
protokolleri olmasina ragmen, medikal tedavide yeni arayislar siirmektedir. inflamasyon ve
sonucunda ortaya c¢ikan doku yikimi IBH patogenezindeki sonug olarak ortaya ¢ikan ortak
gelismedir. IBH ‘nin klinik 6zellikleri ve morfolojik degisiklikler, basta nétrofiller, daha
sonra lenfositler olmak iizere inflamatuvar hiicrelerin aktivasyonu sonucu ortaya c¢ikarlar.
Medikal tedavilerdeki temel amag¢ bu inflamatuvar yanitin baskilanmasi sonucu hastaligin

siddetinin azaltilmasidir.

1.2. Arastirmanin Amaci

Son yillarda Niikleer Faktor-kp (NF-xf) aracili hiicre ici sinyal ileti sisteminin
inflamasyondaki 6nemini gosteren calismalar yapilmis ve bu yolagin blokaji1 ile inflamasyon
yamtmin ve dolayisiyla IBH hastaligmin siddetinin azaltilabilecegi deneysel olarak
gosterilmistir. EP, endojen olarak glikolitik yol ile {iretilen bir molekiil olan piriivatin alifatik
esteridir. EP’nin NF-kf} sistemini bloke ederek antiinflamatuvar yanit olusturdugu bircok
calisma ile saptanmistir. Ayrica bir serbest radikal siipliriiciisii olarak antioksidan etki
gostermektedir. Bu ¢alismada, Wistar albino sicanlarda olusturulan deneysel kolit modelinde
EP’in etkisini aragtirmayr amagcladik. Boylelikle bu calismamizin inflamatuvar barsak

hastaliklarinin tedavisine katki saglayabilecegini diistinmekteyiz.



1.3.Arastirmanin Hipotezi:

Sicanlarda olusturulacak kolit modelinde sistemik uygulanacak etil pirtivatin kolon

mukoza hasarini histopatolojik ve biyokimyasal olarak degistirebilecegini 6ngérmekteyiz.



2. GENEL BILGILER:

2.1 Insanda Kolon (Kalin Bagirsak), Rektum ve Aniis Anatomisi:

Kalin bagirsak (intessinum crassum) uzunlugu ortalama 150 — 160 cm olan sindirim
kanalhdir (Sekil 1). Terminal ileum ve rektum arasinda uzanir. Sag kalca kemiginin karin
bosluguna bakan ylizii (fossa iliaca dexter) lizerine yerlesmis kese bi¢ciminde bir organ olan
¢cekum (kor bagirsak) ile baglar. Kor bagirsagin tizerinde appendix vermiformis bulunur. Kor
bagirsaktan baslayan, karin boslugunun sag yariminda karin arka duvar {izerinde yukariya,
karacigerin alt yilizeyine degin uzanan boliimiine ¢ikan kolon (colon ascendes) denir. Kolon
burada bir biiklimle (flexura hepaticus) sola doner. Dalaga dek uzanir. Kolonun bu bolimii
enine kolon (kolon transversum) adini alir. Bu bolim kendi askisiyla (mezenterium) karin
arka duvarina asilidir. Enine kolon yine bir biikliimle (flexura splenicus) asagi degru yonelir.
Sol karin arka duvar {izerindeki bu boliime inen kolon ( kolon descendes) denir. Sol kalca
kemigi iizerinden legen kemigi (pelvis) bosluguna uzanan dordiincii boliim —S- harfi gibi bir
kivrim yaptigindan buna sigmoid kolon (colon sigmoideum ) ad verilir.

Diiz bagirsak (rektum) , legen boslugunun arka duvarina yerlesmis olan kalin bagirsak

pargasidir. Sigmoid kolonun devamidir. Yaklagik 13—15 cm’dir. Aniis ile disar1 agilir.
Aniis (digki deligi) , sindirim sisteminin disa agilan alt ve ug¢ deligidir. Bu delik rektumun
devami olan 3—4 cm’lik anal kanalin disa a¢ilan kismidir. Deligin ¢evresi kas hiicrelerinden
yapilmis i¢c ve dis iki biizge¢ (Sprichter ani) igerir. I¢ biizgec diiz, dis biizgec ¢izgili kas
hiicrelerinden yapilmistir. Normalde delik kapalidir, diskilama sirasinda agilir .

Kalin bagirsakda sindirim kanalinda goriilen dort tabaka da bulunur:

1. Tunica Mucosa: Villuslar yoktur diizdiir.

2. Tunica Submukoza: Kan damarlar1 ve lenf damarlarini destekleyen bir aerolar
dokudur.

3. Tunica Muscularis: Icte sirkiiler ve dista longitudinal kaslardan meydana gelmistir

4. Tunica Serosa. Peritondur (1).
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Sekil 1: insanda Kalin Bagirsak Anatomisi

2.2.Wistar Albino Sican:

Calismamizda kullanilan Wistar Sicanlar, Rattus Norvegicus (kahverengi rat, sigan)
cinsine ait outbred albino sigcanlardir. 1906 yilinda Wistar Enstitiisiinde biyolojik ve medikal
arastirmalar i¢in {retilmistir. Laboratuvarlarda mus musculus (ev faresi) kullanildig1 bir
donemde ilk si¢an susu (strain) olma 6zelligindedir. Genis, basik kafali, uzun kulakli ve viicut
uzunlugundan kisa kuyrugu ile karakterizedir. Diger popliler laboratuvar sicanlardan olan
Sprague Dawley ve Long-Evans susu siganlar Wistar albino si¢anlardan iiretilmistir(4).

Sicanlarin dis formiilleri 1/1-3/3—-0/0-3/3 seklindedir. Kalp her taraftan akciger
tarafindan sarilmistir; sadece kranioventral yiizli serbesttir. Trakea otuz kikirdak halkasindan
olugmustur. Akciger solda bir lob, sagda bir lob halinde bulunur. Timus, gen¢ hayvanlarda
trakea arka ucunun ventral kismina yerlesmistir. G6z ve kulak kokii arasinda fazladan bir
lakrimal bez bulunur. Sicanlarin g6z yuvalar igindeki harder bezleri kahverengi — kirmizi
porfirin igeren bir salgi tliretirler. Normalde saglikli bir sican gozlerinden bu salgiyr temizler.
Mide, govdenin orta hattinin solunda karacigerin iistiinde ve geride bulunur. Mide geride ve

asagida kolona ve mideye dayanir. Dalak midenin yanindadir. Siganlarda safra kesesi yoktur.



Duodenum anatomisi de insandaki anatomiden farklidir. S seklinde karaciger visseral yliziinii
takip ederek Once saga, sonra orta hatta yonelir. Transvers kolon ile arasinda mevcut olan
baglant1 kolonun diseksiyonu sirasinda onemlidir. ileum dogrudan kolona agilir, insanda
mevcut olan transvers kolon yapisint bulundurmaz. Cekum siganlarda da kolonun en genis
kismini olusturur ve 6-9 cm uzunlugundadir. Daha sonra daralarak insandaki gibi ¢ikan
kolon, inen kolon ve transvers kolon kisimlarini olusturur. Ortalama uzunlugu 21- 24 cm
kadardir. Makroskopik olarak ayirt edilebilen tenya yapisi yoktur. Rektum mukozal oblik
pililerinin bagirsak uzun eksenine paralel hale gelmesiyle kolonun diger segmentlerinden ayirt
edilir. Insandan farkli olarak kolonun neredeyse tamami mobildir ve visseral periton ile
ortiiliidiir. Bu 6zellikleri ile sigan kolonu, anatomik olarak kolit modeli olusturmak i¢in uzun
stiredir kullanilmaktadir (5). Asagidaki resimde (Sekil 2) sicanlarda kolon ve diger batin ici

organlar goriilmektedir (6).

Sekil 2: Sicanda Karm I¢i Organlari Gériiniimii



2.3.Hiicre Zedelenmesi Mekanizmalari:

Hiicre zedelenmesi bir¢cok yolla gergeklesmektedir. Herhangi bir nedenle olusan
zedelenmede biyokimyasal olaylar sonucunda gelisen belirtiler karmasik olup diger hiicre ici
yollarla da i¢ ige gegmistir. Bu nedenle nedeni ve etkilerini ortaya ¢ikarmak gii¢ olabilir.
Ancak temel olarak asagidaki gibi 6zetlenebilir:

*  Hasarlayici etkene hiicresel yanit, etkenin tipi, siiresi ve siddetine baglidir.

*  Hiicre hasarinin sonuglart hiicrenin tipi, durumu, adaptasyon kapasitesine ve genetik
ozelliklerine baglidir. Hiicrenin beslenme ve hormonal durumu ve onun metabolik ihtiyaglari,
hasara yanitta onemlidir.

*  Bircok uyaran icin kesin biyokimyasal yerleri isaret etmek giictlir. Dort hiicre ici

sistem Ozellikle hasar goriir:

1. Hiicre membran biitiinliigli, hiicre ve organellerinin ionik ve ozmotik dengesi

2. Aerobik solunum, mitokondrial oksidatif fosforilasyon ve ATP olusumu
3. Protein sentezi.

4. Hiicrenin genetik aparati

(7.

Serbest Oksijen Radikalleri:

Birden fazla ¢iftlenmemis elektron tasiyan elektrik yiiklii veya yiiksiiz reaktif atom ya
da molekiillerdir. Biyolojik sistemdeki en 6nemli serbest oksijen radikalleri (SOR) oksijenden
olusan radikallerdir. Hidroksil radikali (OH"), siiperoksid radikali (07), hidrojen peroksid
(H20,) ve peroksinitrit (ONOO™) en 6nemlileridir.

SOR c¢ok kisa yasam siireli, ancak yapisindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok aktiftir. Tiim
hiicre bilesenleri ile etkilesebilme o6zelligindedirler. Hiicre i¢inde kiigiik molekiillerin
otooksidasyonu, enzimler ve proteinler ile mitokondrial elektron transportu, endoplazmik
retikulum ve niikleer membran transport sistemleri, peroksizom salgilariyla plazma
membranindan kaynaklanarak iiretilebilirler. Hiicre disinda ise aerobik organizmalarin oksijen

ile rediiksiyonu sonucunda antineoplastik ajanlar, kinolon grubu antibiyotikler, radyasyon,



alkol, uyusturucu maddeler, ¢evresel ajanlar, bazi viral ajanlar ile SOR agiga ¢ikabilir. Ayrica
bazi toksik maddeler tarafindan da SOR {iretimi arttirilabilir (8).

SOR, hiicre fonksiyonlari i¢in zararli olan membran peroksidasyonu sonucunda en ¢ok
bilinen sitotoksik {iirlinlerden MDA f{iretirler. Peroksidasyon membran gecirgenligini arttirir.
Ayni zamanda MDA molekiiller i¢inde ve arasinda ¢apraz baglantilar olusturarak membran
transportunu inaktive eder. Uzun vadede MDA’nin karsinojenik etkileri daha zararh
olabilmesine ragmen, bu tiir olaylar hiicre canliligi i¢in 6nemli risk anlamina gelir (9).
Serumdaki ve dokudaki MDA diizeyinin Ol¢iimii in vivo SOR aracili doku hasarinin
gostergesi olarak kullanilabilir.

Aerobik organizmalarda serbest oksijen radikallerinin yaptiklar1 hasari engellemeye
calisan enzimatik ve nonenzimatik savunma sistemleri vardir. Siiperoksid dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) , glutatyon peroksidaz (GSH — Px) , E vitamini, glutatyon ve C vitamini bu

savunma sistemlerinin baslicalaridir (10).

Sitokinler:

Sitokinler hiicresel diizenleyici proteinlerdir. Cesitli uyarilara karst cevap olarak 6zel
hiicreler tarafindan salgilanir ve hedeflenen hiicrelerin davranisini etkilerler. Belli bir sitokin
cesitli hiicreler tarafindan farkli dokularda salgilanir fakat ayni biyolojik etkiyi gosterir.
Sitokinlerin etkileri sistemik veya lokaldir. Bazilar1 klasik hormon gibi davranirlar. $oyle ki;
belli hiicreler tarafindan kana veya c¢esitli hiicresel sivilara salgalanip viicudun diger
bolgelerindeki hiicresel reseptorlerine baglanirlar. Diger sitokinler daha lokalize olmus etkiler
gosterirler. Bunlar otokrin (bir hiicre tarafindan salgilanan sitokinin ayni hiicre lizerine etkisi)
ve parakrin (belli bir hiicre tarafindan salgilanan sitokinin yakindaki komsu hiicreye etkisi)
etkilerdir. Sitokinlerin tanimlanmasi1 ve karakterize edilmesi c¢esitli isimlendirme ve
siiflandirmasistemine gore yapilmistir. Bu siniflandirma sitokinler arasindaki fonksiyonel
benzerliklere etki mekanizmalarina dayanmaktadir. Sitokinler baslica su ana gruplara
ayrilmaktadir:

1) Biiylime Faktorleri (Epidermal biiylime faktorii, EGF; Platelet orijinli biiylime

faktori v.b.)

2) Lenfokinler (IL-1a; II-1B; IL-6 v.b.)

3) Koloni sitimiile eden faktorler (Graniilosit/makrofaj koloni sitimiile eden faktor,



GM-CSF v.b.)

4) Transforme edici biiylime faktorleri (TGF-a; TGF-)

5) Timor nekroz faktorleri (TNF-o; TNF-f)

6) Interferonlar (IFN-a; IFN-B; IFN-y)

Sitokinler hiicre bdliinmesi ve farklilasmasinin kontrolii, hematopoez ve bagisiklik
sisteminin regulasyonu, yaralarin iyilesmesi, kemik formasyonu ve hiicresel metabolizmanin
degistirilmesi gibi biyolojik olaylarda rol oynamaktadir. Onlarin en 6nemli etkilerinden biri
hiicre boliinmesi ve farklilasmasi tizerindedir. Normal hiicreler belli faktorler tarafindan
gonderilen spesifik sinyaller sonucu boliiniir. Bu faktorler biiyiime faktorleri ve sitokinlerdir.
Biiytime faktorleri hiicre boliinmesi {izerinde pozitif etki gosterirken, bazi sitokinlerin hiicre
boliinmesini engelleyici etkileri bilinmektedir. Belli bir hiicrenin yilizeyinde mevcut olan
reseptorler, bu hiicrenin hangi faktorlere cevap verecegini belirlerler (11).

Yapilan ¢aligmalar ¢ok sayida hastaligin patogenez veya tedavisinde sitokinlerin rolii
bulundugunu ortaya koymaktadir. Yasam i¢in vazgegilmez olan ve organizmanin immiin
sistemini diizenleyen sitokinlerin viicuttaki diizeyleri, yaslanmaya bagli olarak azalmakta ve
neticede basit bir enfeksiyondan kansere kadar genis bir yelpazede bir¢ok hastalifa duyarli

hale gelinmektedir (12).

2.4. Etil Piriivat:

Glikoliz:

Glikoliz, glikoz'u, (C¢H20¢), piriivat'a, (CH;COCOOH+H")‘a kadar yikan metabolik
yoldur. Bu islem sirasinda olusan serbest enerji, ATP (adenozin trifosfat) ve NADH
(indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotit) gibi yiiksek enerjili bilesikler olusturmak tizere
kullanilir. Glikoliz, on tepkime ve on ara bilesik (asamalarin birinde iki ara bilesik olusur)
olusumundan ibaret kesin bir tepkimeler dizisidir. Ara bilesikler, glikolize giris noktasi
saglarlar. Ornegin, glikoz, fruktoz ve galaktoz gibi cogu monosakkarit; bu ara bilesiklerden
birine gevrilebilir. Bunun yaninda ara bilesikler dogrudan ise yarar olabilir. Ornegin, ara
bilesiklerden dihidroksiaseton fosfat, dogrudan gliseroliin yapisinda yer aldigindan yaglari

olusturmada kullanilir (13).
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Glikoliz, oksijenli ve oksijensiz solunum yapan hiicrelerin stoplazmasinda, oksijen
kullanilmadan ger¢eklesen ortak bir enerji elde etme yoludur. Glikoliz sonucunda verim
olarak 2ATP sentezlenir. Bu da glikoz molekiiliiniin biitiin enerjisinin ancak % 2 kadaridir.
Gerek oksijenli ve gerekse oksijensiz solunum yapan biitiin organizmalarda glikoliz goriiliir
ve hepsinde reaksiyon kademeleri aynidir. Ancak glikolizden sonraki (piriivattan sonraki)
basamaklarda baz1 farkliliklar gériiliir (Sekil 3). Ornegin, oksijenli ortamda yasayan hiicreler,
glikolizin son iiriinii olan piriivati, Asetil Co-A’ya doniistiirerek “krebs ¢cemberi” denilen
reaksiyonlar dizisine sokarak olay1 oksijen varliginda mitokondrilerde devam ettirirler. Glikoz
molekiili krebs sonunda CO, ve H,O molekiillerine kadar pargalanir ve oksijenli solunum
sonucunda 38 ATP sentezlenmis olur. Oksijensiz sartlarda ise piriivat; etil alkol, asetik asit,
laktik asit gibi iirlinlere doniislir. Glikoliz, bazi Okaryotik hiicrelerin yeterli oksijen

bulamadig1 zamanlarda, acil ATP iiretimi i¢in, hayat kurtarici bir rol oynar (14).

GLIKOZ
glikoliz

OKksijensiz Piruvat

: OKksijensiz
(anaerobik)

(anaerobik)

2 Etanol + H,0 W 2 Laktat

5
0—P—0 :

: €O, + H,0

0 Oksijenli

Fosfat grubu (aerobik)

Sekil 3: Glikoliz Sonras1 Piriivat Sentezi
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Pirlivik asid (CH3COCOOH) bir organik asittir. Ayn1 zamanda bir ketondur ve en
basit keto asit olarak bilinir. Karboksilat (COOH) iyonu ve piriivat (CH3COCOO)
anyonundan olusur. Piriivat, piriivik asidin anyon veya ester olarak adlandirilan tuzudur.
Cogunlukla pirlivik aside esdeger anlamda kullanilir. Renksiz bir sividir ve kokusu asetik
aside benzer (15).

EP, piriivik asidin basit alifatik esteridir. Tam adi etil 2-oksopropionat ‘dir dir.
Formiilii CsHgO5’diir. Yogunlugu 1.06, kaynama noktas1 144 derecedir. Agik sart renklidir
(16).

Pirtivat sulu cozeltilerde stabil degildir; bu nedenle deneysel ¢alismalarda onun etil
esteri olan EP kullanilmaktadir. Pirlivat anyonlarina gore esterlerinin etkinliginin daha
yiiksek oldugu gosterilmistir (17).

Pirtivik asit ve EP aktif bir reaktif oksijen metaboliti siipiiriiciisiidiir ( scavenger )
.Ornegin; piriivat igin oksidatif dekarboksilasyon reaksiyonu ile bir reaktif oksijen metaboliti

olan H,0,, H,O ve CO;’ ye doniisiir.

CH;COOCOO + H,0, — CH;COO + CO,+ H,O

Pirtivat, Hidrojen peroksit (H,O;)’e ek olarak oldukga toksik bir radikal olan hidroksil
(OH) radikalini de temizleyebilmektedir (18).

EP, nikleer faktor-kp (NF-«P) iletim sistemini de bloke ederek antiinflamatuvar ve
antioksidan etki gosterir. Cesitli uyarilarla ( iskemi, sitokinler, growth faktér vb) uyarilan
hiicrede sitoplazmik NF-xf, hiicre c¢ekirdegine tasmnir ve burada cesitli genlerdeki
niikleotidlere baglanir. Bu faktér dogussal ve edinsel bagisiklik, inflamasyon, kemik
sekillenmesi ( remodelling) ve kanser patogenezinde dnemlidir (19).

EP, endotoksemi ve sepsis modellerinde TNF-a iiretimini azaltarak ve dolasimdaki
high mobility group box kromozomal protein -1 (HMGB-1) diizeylerini diisiirerek sagkalima
katki saglamaktadir (20).
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Niikleer Faktor Kappa Beta (NF-kp) :

NF-«xB, B lenfositlerde. Esas olarak Rel ailesinden proteinlerin homo veya
heterodimerizasyonu sonucu olugmus transkripsiyon faktor ailesidir. (NF- k) Kompleksi,
hiicrede immun ve inflamatuvar olaylarla ilgili hizli cevap transkripsiyonunda rol oynar. x (
kappa) hafif zincir genini aktive eden bir transkripsiyon faktorii olarak identifiye edilmistir.
Daha sonra NF-«f” nin 200 kadar genin transkripsiyonunda rolii oldugu anlasilmistir. EP’1n
NF- kB kompleksindeki kritik Onemi olan siilthidril gruplarin1 bozarak etki ettigi
disiiniilmektedir. Bu etkiyi o0zellikle p65 altlinitesine baglanarak gerceklestirdigi
bildirilmektedir (20) . Sitokinlerin esas diizenleyicisidir. Inflamasyon ile ilskili pek ¢ok araci
molekiilin (TNF, IL-6, IL-8, COX-2 ve iNOS) gen transkripsiyonunda oOnemli rol
oynamaktadir. Sitokin, kemokin, hiicre adezyon kuvvet molekiilleri ve immunoreseptorler ile
olugsan etkilerden sorumludur. Allograft reddi, romatoid artrit ve brongial astma gibi
immunolojik kokenli hastaliklarin olusmasina aracilik eder. NF-kB1 ve RelA adl
heterodimerlerden olusur ve NF-KB/Rel adli protein ailesinin bir iiyesidir. Inaktif formda
sitoplazmada IKB adli inhibitér proteine bagli bulunur. Hiicre yiizeyinden gelen sayisiz sinyal
ile aktive olur. Aktive oldugunda hiicre niikleusuna gecerek hedef gene baglanir. Aktivasyon
stireci her basamaginda ¢esitli farmakolojik ajanlarca bloke edilebilir. Glukokortikoidler IKB
ekspresyonuna yol agarak inhibisyon yaparlar. Siklosporin ve takrolismus yine IKB
degradasyonunu indiikleyen kalsindrin adli bir fosfataz1 aktive ederek NF- «f3 aktivasyonunu
onler. Deoksispergualin, niikleer transkripsiyonunu inhibe eder. Aspirin ve salisilatlar IKB
fosforilasyonunu indiikleyerek inaktivasyona yol agar. Tepoksalin ve antioksidanlar ise

hiicrenin redoks durumunu etkileyerek kompleksi inhibe eder (21).

High Mobility Group Box Kromozomal Protein 1 (HMGB-1) :

DNA baglayan yapisal bir kofaktor olarak tanimlanmigtir. Nonhiston, kromatin iligkili
bir niikleer proteindir. Inflamatuar uyar: varliginda monosit ve makrofajlardan aktif olarak
salinir. Ekstraseliiler HMGB-1 akut ve kronik sistemik inflamasyonda mediyator olarak rol
oynar. Romatoid artrit, sjogen sendromu, dermatomiyozit gibi kronik inflamatuvar
hastaliklarda ozellikle fokal mononiikleer hiicre infiltrasyonunun yogun oldugu tutulan

dokularda yiiksek miktarda HMGB-1 sitoplazmik ekspresyonu ve ekstraseliiler depolanmasi
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gozlenmistir. Ekstraseliiler depolanmanin oldugu alanlarda IL—1 ve TNF-a ko-ekspresyonu da
mevcuttur. Bdylelikle HMGB-1 ile’ IL-1 ve TNF-o’nin kronik inflamasyonda
proinflamatuvar bir dongli olusturduklar1 diistiniilmektedir. HMGB-1 icin Receptor for
Advanced Glycation End Products (RAGE) , Toll Like Receptor (TLR) 2 ve 4 gibi baz1 belirli
reseptorler mevcuttur. RAGE pek ¢ok DAMP (Damage Associated Moleculer Pattern)
tarafindan aktiflenir. Bunlardan S100 ailesi 6zellikle IBH da yiikselir ve bu nedenle terapdtik
bir hedef olabilir (22).

2.6. Kolit:

Kolon mukozasinin inflamasyonudur. Cesitli sebepleri arasinda asagidakiler
bulunmaktadir:
1. Infeksiydz Kolit
- Besin zehirlenmesi yoluyla ( salmonella, shigella, E.Coli) veya parazitler yoluyla
(giardia, entameoba)
- Antibiyotik Tedavisi Sonrasi: Clostridium Difficile’ye bagli Pseudomembrandz
enterokolit.
- Anal kanala bulas, Herpex Simplex
- Immun bozuklugu bulunanlarda (AIDS, kronik hastaliklar): Mantar enfeksiyonuna
bagli ( candida albicans )
Crohn Koliti
Ulseratif Kolit
Iskemik Kolit
Mikroskopik ( kollojen, lenfosit) Kolit
Radyasyon Koliti
Miikoz Kolit
Alerjik Kolit
Eozinofilik Kolit
(23).

e A
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Kolit Semptomlari: Karin agrisi, ishal-kabizlik, siskinlik, bulanti, kusma, ates, kanl
diskilama, kilo kaybi. Semptomlar nedene bagl olarak ani baslangi¢ gosterebilir veya aylar

yillar i¢inde artis gosterebilir.
2.7. Inflamatuvar Bagirsak Hastaligi (IBH):

Crohn hastaligi (CH) ve iilseratif kolit (UK) relapslar ile seyreden, kaynaklari
bilinmeyen kronik inflamatuvar hastaliklardir. Bu hastaliklar bir¢ok ortak 6zellige sahip olup,
her ikisi birden IBH olarak bilinirler. Bu hastaliklar, genetik olarak duyarli kisilerde
gastrointestinal kanaldaki normal floraya ve bazi karsi gelisen anormal lokal immun cevap
nedeniyle olusurlar. CH, gastrointestinal sistemin O0zafagustan aniise kadar herhangi bir
boliimiinii etkileyen, fakat en sik ileumda goriilen bir hastaliktir. Vakalarin yaklagik yarisinda
nonkazedz graniilamatéz inflamasyon goriilir. UK ise sadece kolonda smirli
nongraniilamatdz bir hastaliktir.

IBH ‘nin meydana gelmesinde genetik faktdrlerin etkili oldugu konusunda ¢ok az
stiphe vardir. Hastaligin, hastalarin birinci derece akrabalarinda gelisme olasiligi normale gore
3-20 kat fazladir ve IBH hastalarinin % 15 ‘inde birinci derece akrabalarda da hastaliga
rastlanir. Altta yatan immunolojik bir problem varligin1 destekleyecek bir bulgu olarak hem
CH’da hem de UK ’inspesifik class II major histokompatibilite kompleksi allelleri ile iliskisi
vardir. UK, HLA-DRBI ile iliskili iken, CH Kuzey Amerikali beyaz erkeklerde yaklasik %
30 oraninda HLA-DR7 ve DQ4 allelleri saptanmistir. Son c¢aligmalarda bu hastaligin HLA
dis1 genler ile olan iliskisi iizerinde durulmaktadir. NOD2 adli genin, bazi etnik
popiilasyonlardaki CH’lariin yaklasik % 25 ‘inde mutasyona ugradig: bildirilmektedir. CH
ve UK ile iliskili olan diger bir gen de IL-23 reseptdriiniin mutant formudur. IL-23, T
hiicreleri tarafindan iL—17 iiretimini saglayan bir sitokindir. IL-17 ‘nin IBD ve kronik
inflamatuvar reaksiyonlarda rolii vardir.

IBH’da etkilenen bdlgeler, yani distal ileum ve kalin bagirsak bakteriler ile doludur.
Bu hastaliklara mikroplarin yol actifina ait herhangi bir kanit bulunmamakla birlikte, bu
mikroplarin, regiilasyonu ileri derecede bozulmus bir bagisiklik sistemini antijenik olarak
etkiledigi diisiiniilmektedir. Inflamasyon IBH patogenezindeki sonug ortak gelismedir. Hem

IBH'nin klinik 6zellikleri, hem de morfolojik degisiklikler, basta néotrofiller, daha sonra
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lenfositler olmak {izere inflamatuvar hiicrelerin aktivasyonu sonucu ortaya c¢ikarlar. Bu
inflamatuvar hiicrelerin iiriinleri nonspesifik doku hasarina yol acar. Inflamasyon:

1. Mukozal epitelyal bariyer biitiinliigliniin bozulmasina

2.Ylizey epitel hiicrelerinin absorbtif fonksiyonunun kaybina yol acar.
Bunlar mukozal bariyerin ve mukozanin absorbatif fonksiyonunun tamamen yok olmasi ile
sonuclanir. Bu olaylarin hepsi birden, bu hastaliklarin karakteristigi olan aralikli kanli ishale
neden olur. Tedavi girisimlerinin ¢ogu, tamamen ya da kismen bagisiklik sisteminin
baskilanarak kontrol altina alinmasina yoneliktir. Tanisal testler iginde en yararli olani
periniikleer antindtrofil sitoplazmik antikorlarin saptanmasidir. Bu UK hastalarmin %

75’inde, CH olanlarin % 11 ‘inde pozitiftir (24).

Ulseratif Kolit:

UK insidans1 8-16/100.000, prevalansi ise 150-50/100.000 civarindadir. Hastalik kalin
barsagin tutulum gosteren anatomik bdolgesine gore proktit, distal kolit, sol kolon koliti,
ilerlemis kolit (ekstended kolit) ve pankolit olaraksiniflandirilir. Vakalarin %30-50 sinde
hastalik proktit veya distal kolit seklinde baslar.

Nadiren terminal ileumda da inflamasyon gelisebilir (backwash ileiti) ve CH’dan
ayrimda giicliik yaratabilir. Kanli ve miikiislii ishal, tenezmus ve karin agrisi en sik goriilen
belirtilerdir. Distal kolit ve proktitte semptomlar genellikle siddetli de ildir. UK bir klinik
tanidir ve teshis endoskopik ve histopatolojik inceleme ile dogrulanir. Kolonun inflamasyonla
gidebilen infeksiyoz (bakteriyel, viral ve parazitik) ve noninfeksiyéz (Crohn koliti,
divertikiilit, iskemik kolit, radyasyon koliti, eozinofilik kolit, Behget hastaligi1 vb.) hastaliklari
ile ayiric1 tan1 yapilmasi gerekebilir. Bazi vakalarda Crohn koliti bulgular1 saptanabilir ve
ayrim giic olabilir (indeterminan kolit). Fulminan koliti ola UK’ li hastalarda giinliik
diskilama sayis1 genellikle 10°dan fazladir, rektal kanama ve karinda hassasiyet belirgindir,
kan transfiizyonu gerektiren bir anemi olabilir ve direkt karin grafisinde kolonda dilatasyon
goriilebilir. Fulminan kolitin formal bir tanimi olmamakla birlikte yiiksek ates, belirgin
kanama, akut faz reaktanlarinda asir1 artis ve kilo kaybi olan UK’ li hastalar1 tanimlamak icin
kullanilan bir deyimdir. Baz1 hastalarda toksik megakolon bulunabilir.

Tedavide kortikosteroidler, salisilatlar, steroide yanitsiz siddetli koliti olan hastalarin

%65-70 inde infliximab veya diger biyolojik ajanlar (adalimumab, certolizumab pegol vb.)
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kullanilabilir. Azathiopiirin ve siklosiporin gibi immunsupresif ajanlar da ek tedaviler olarak
verilebilir.

UKli bir hastada striktiire bagli obstriiksiyon, malignite veya ileri derecede displazi,
tedaviye yeterli cevap vermeyen sistemik komplikasyonlarin ve tedaviye direngli ve yasam
kalitesini etkileyen semptomlarin olusmasi, steroide bagimlilik, tibbi tedaviye intolerans ve
hastanin 1.derece akrabasinda kolon kanseri varligi elektif sartlarda cerrahi tedavi

endikasyonlaridir (25).

Crohn Hastalig:

CH’ datig tip tutulma vardir. 1- ileum ve ¢ekum tutulmasi (%40), 2- yalniz ince barsak
tutulmasi (% 30), 3- yalniz kolonun tutulmasi (% 25).Kolon tutulmalarinin 2/3'sinde pankolit
mevcuttur. 1/3'1 ise segmenter tutulma mevcuttur. Seyrek olarak hastalik proksimal
gastrointestinal traktiisii tutar. CH’nin predominant semptomu diyare, karin agris1 ve kilo
kaybidir. Hastaliga tan1 konulmadan 6nce aylar veya yillar gecebilir. Agr1 kismi tikanmadan
ileri gelebilir intermittenttir veya serozal iltihaplanma sonucudur. Genellikle agr1 ve
distansiyon, sag alt kadranda hissedilir. Buna bulanti ve kusma da eslik edebilir.
Malabsorpsiyon ve oral aliminin azalmasi sonucu bir¢gok Crohn hastas1 % 20'den fazla kilo
kaybeder.

Gastroduodenal tutulma, epigastrik agri, bulant1 veya kusmaya sebep olur ki striktiir
ve obstriiksiyondan ileri gelir. Hastalik aktif oldugu zaman, hasta kronik olarak hasta goriiniir.
Solukluk, temporal ve interossdoz erime, karinda hassasiyet, karinda dolgunluk hissi,
kalinlasmis barsak looplarina, mezenter kalinlagsmasina veya apseye bagl kitle bulgusu
saptanir.

CH aktivasyon ve remisyonla seyreder. Hastalarin % 20'si tedavisiz remisyona girer.
Remisyonda kalma siiresi hastalarin % 50'sinde 2 yildir. Hastalann % 60'inda 10 yil i¢inde
cerrahi tedaviye gerek duyulur. Cerrahi rezeksiyona tabi tutulan hastalarin % 45'i sonugta yine
cerrahi tedaviye gerek duyar. CH 6nemli disabiliteye sebep olur. Hastalarin % 50'si 6nemli is
kaybina veya islerini degistirme zorunda kalir. CH siklikla gastrointestinal komplikasyonlara
sebep olur. Apse ve fistiiller mukoza ¢atlaklarinin barsak duvarndan ekstraintestinal dokuya
genislemesi sonucu olur. Fistiil enteroenterik, enterokutan, enterovezikal, enterovaginal olarak

olusabilir. Ozellikle ince barsakta mukoza kalinlasmasi, adele hipertrofisi ve nedbe veya
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yapisiklik dolayisi ile obstriiksiyon olusur. Perianal komplikasyonlar, iilser, apse ve fistiildiir
ve bazen kasikta, vulvada, skrotumda goriiliir. Biitiin bu komplikasyonlar1 tedavi etmek
zordur. Fistiil serozal ve miikdz materyal igerir. Perianal apse ise, ates, kizariklik, endurasyon
ve agriya sebep olur. Bu belirtiler defekasyon, oturma ve yiirlime ile artar. CH’nda cerrahi

medikal tedaviye yanitsizlik durumlarinda komplikasyonlarin giderilmesine yoneliktir (26).

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi:

Sicanlarda asetik asit ile olusturulan kolit modelinde EP adli ajanin etkilerinin

arastirildig1 deneysel bir ¢alismadir.

3.2. Arastirmanin Yeri:

Deneysel islemler, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuvarinda Mart 2010 ‘da gergeklestirildi. Ornekler DEU Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji AbD ‘da ve Arastirma Laboratuvarinda (ARLAB) incelendi.

3.3.Arastirmanin Evreni ve Orneklemi:

Bu ¢alisma deney hayvanlarinda yapilmistir. Inflamatuar bagirsak hastaliklarindakine

benzer bir kolit modeli olusturmak i¢in érneklem olarak Wistar albino sicanlar kullanildi.
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3.4.Calisma Materyali:

Hayvanlar: Bu galismada 17 adet eriskin Wistar albino erkek sigan kullanildi. DEU
Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan temin edilen hayvanlar standart ¢evre (oda 1s1s1;20-21
C, nem % 50-55) ve kafeslerde, pelet yem ve su ile ad libitum olarak beslendi. Sicanlara 12
saat giindiiz ve 12 saat gece olacak sekilde fotoperiyod uygulandi. Hayvanlarin barindirilmasi
ve deneysel ¢alisma aymi birimde yapilmistir. Bu ¢alisma DEU Deney Hayvanlar1 Yerel Etik
Kurulu’ndan onay aldiktan sonra baglamistir (Say1 No: 77, Tarih: 13.06.2008 ),

On Calisma: Deneysel ¢alismaya baslamadan once 4 sicanda bir &n ¢alisma planlandi.
On calismada yetistirmede sorun ¢ikmis ve deneylere verilemeyecek olan 4 adet sican
kullanildi. Anestezi sonrasi1,2 hayvana 2 mm c¢apinda plastik ve esnek bir kaniil yardimi ile
aniis girisinden 8 cm ilerlenerek asetik asit verildi. Oncelikle % 4°liik asetik asit soliisyonu
uygulandi; ancak yeterli kolit olusumu histopatolojik olarak gézlenmeyince %6°lik asetik asit
diger iki sicana intrarektal olarak ayni1 yontemle verildi ve kolit olusumu histopatolojik olarak
gozlendi. Boylelikle calismamizda kolit modeli olusturacak aract madde % 6’lik asetik asit

olarak belirlendi (27).

Gruplar : Gruplar su sekilde olusturuldu:

1.Sham(n=3) : Bu grup hayvanlarda kolit modeli olusturulmadi. Rektuma instillasyon ile %
0,9’Iuk NaCl igeren fizyolojik serum (SF) verildi. Herhangi bir tedavi protokolii uygulanmadi.
2.Kolit+SF grubun(n=7) : Bu grup hayvanlarda kolit modeli olusturuldu. 7 giin boyunca her
giin SF uyguladi.

3.Kolit+EP Grubu(n=7) : Bu grup hayvanlarda kolit modeli olusturuldu. 7 giin boyunca her
giin EP uygulandi.

Kolit Modelinin Olusturulmasi: Siganlar 12 saat a¢ birakildiktan sonra deney giinii
intraperitoneal yoldan ketamin (35 mg/kg) ve ksilazin (5 mg/kg) kombinasyonu verilerek
anestezi edildi (sekil 3). Daha sonra distal kolit modeli % 6 ‘lik asetik asit’in 2 ml olarak

instilasyonu ile olusturuldu (27).
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Uchiyama ve arkadaglar1 barsak iskemi reperfiizyon hasarinda EP’nin 50 mg /kg
dozunun doku hasarini azalttigin1 géstermistir (28) . Biz de ¢alismamizda EP’nin dozunu 50
mg/kg olarak belirledik. EP grubundaki siganlara kolit modelinin olusturuldugu giinden
itibaren 7 giin boyunca subkutan (SC ) olarak 50 mg/kg dozunda EP verildi. SF grubunda ise
ayni hacimde SF yine SC olarak uygulandi.

3.5.Arastirmanin Degiskenleri:

EP uygulamasi bagimsiz; biyokimyasal (MDA degerleri) ve histopatolojik bulgular
bagimli degiskenler olarak degerlendirildi.

3.6.Verilerin Toplanma Araclari:
Yedinci giiniin sonunda tiim gruplardaki hayvanlar sakrifiye edildi ve batinlar1 agilarak
(Sekil 4) distal kolon rezeksiyonu (8 cm) uygulandi (29). Cikarilan kolonun 2 cm’lik segmenti

histopatolojik inceleme olarak diger 6 cm’lik kolonik doku ise biyokimyasal olarak incelendi.

Sekil 4: Batin acildiktan sonra distal kolon segmentinin goériiniisii
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Histopatolojik Inceleme:

Isitk Mikroskobik Doku Takip Protokolii:

Deney hayvanlarindan alinan dokular 48 saat %10’luk formaldehit ile tespit edildi.
Fiksatifin uzaklastirilmalar1 amaciyla 1 gece akarsu altinda yikandiktan sonra dehidratasyon
amactyla 20’ser dakika %70’den %95’e artan etil alkol serilerinden gecirildi. Ardindan 20’ser
dakika 4 degisim aseton soliisyonlarindan gegirildikten sonra 2 degisim 30’ar dakika ksilolde
tutuldu. 60°C’lik etiiv igerisinde 2 degisim parafin uygulanip 1’er saat parafin ile
immersiyonu saglandiktan sonra dokular parafin bloklar icerisine gomiildii. Parafin

bloklardan inceleme yapmak amaciyla mikrotom araciligi ile 5 pm’lik kesitler alindu.

Tablo 1: Isik Mikroskobik Doku Takip Protokolii

Islem Madde Siire
Tespit %10 formalin, 24 saat-48 saat
Fiksatifin uzaklastirilmasi Akar su 1 gece
Dehidratasyon % 70 etil alkol 20 dk
% 80 etil alkol 20 dk
% 95 etil alkol 20 dk
Aseton (4 degisim) 20 dk
Seffaflastirma Ksilol 30 dk
Ksilol 30 dk
Emdirme %60 C etiiv Parafin 1 saat
Parafin 1 saat
Gomme Parafin
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Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii

Mikrotom (Leica, RM 2255) araciligi ile alinan 5p’luk parafin kesitler deparafinizasyon
islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde birakildiktan sonra, 20’ar dakika ii¢ degisim ksilole tabi
tutuldu. Ardindan dehidratasyon islemi i¢in %95°den %70’e azalan alkol serilerinden
gecirilen kesitler 10 dakika akarsu altinda yikandi. 10 dakika hematoksilen (Surgipath,
01562E, Bretton, Cambridgeshire) ile boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin dokudan
uzaklastirilmasi i¢in 10 dakika akarsuda yikanan kesitler, 2 dakika eozin (Surgipath, 01602,
Canada) boyasi ile boyandi. Ardindan sirasiyla %80 ve %95’lik alkol serilerinden gegirilip
havada kurutulan kesitler seffaflastirma amaciyla 30’ar dakika iki degisim ksilolde

tutulduktan sonra entellan (Merck 1.07961.0100, Darmstadt, Almanya) ile kapatildu.

Mikroskopik olarak histolojik preperatlardaki inflamasyon degerlendirildi.

Inflamasyonun degerlendirilmesinde olusturulan skorlama sistemi:
0: Inflamasyon yok

1: Mukozal ve submukozal veya transmural lenfosit/notrofil artist
2: Mukozal lenfosit artisi, nétrofil artigi

3: Cript, erozyon, iilser ve mukozal rejenerasyon

olarak belirlendi (30).

Histolojik degerlendirme her denek ic¢in gruplardan habersiz iki histolog tarafindan x100

biiyiitmede 10 alanda yapildi.
Biyokimyasal Inceleme:
MDA Analizi

Orneklerin Hazirlanmast

0,1 mg doku tartildi. Homojenat hazirligt i¢in sivi nitrojen altinda doku

pulverizasyonu yapildi. Orekler 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarild1 ve agirliklarinin

22



10 kat1 hacminde (1 ml) ekstraksiyon ortami ( 0,5 mmol/L PMSF, 10 ug/mL aprotinin i¢eren
50 mM Tris-HCI pH 7,8) eklendi ve buz iizerinde 10 saniye sonikator ile homojenize edildi.
Homojenatlar 2500 rpm de 15 dak. 4 °C’de santrifiij edildikten sonra supernatantlar

alind1 ve analiz sturesine kadar —80 °C de saklandi.

Orneklerin ekstraksiyonu

Reaksiyon cam ve kapakl tiiplerde, sirasiyla 100 pL saf su, 40 pL.doku homojenati, 20
uL BHT (2,8 mmol/L, etanolde), 40 uL. SDS (%38,1) ve 600 uL. TBA (8 g/L, hafif 1sitilarak
¢oOziildiikten sonra, 1:1 oraninda 200 mL/L asetik asidle karistirildt ve pH 2 M NaOH
kullanilarak 3.5’e ayarlandi). Reaksiyon karisimi 95 °C’de 60 dakika tutuldu ve buz iizerinde
sogutuldu. Sogutulan 6rneklere 200 pL saf su,1 mL piridin-butanol (1.15) karisimi eklendi.
Tiipler 1 dakika vortekslenerek ekstraksiyon siiresi sabitlendi. Organik fazlar ependorf
tiiplerine alinarak, 15,000 rpm’de 4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi. Supernatanlar HPLC
cihazinin 6rnek kaplarina aktarildi. 10” ar dakika ara ile enjeksiyon yapildi (1, 2). Doku MDA
degerleri mg protein basina milimol MDA (milimol MDA/mg protein) olarak ifade edildi

31).

Standart grafiklerinin hazirlanmasi

Standart olarak 1.1.3.3-tetraetoksi propan kullanildi. 5, 10, 20, 40 ve 50 pmol/L
konsantrasyonlarinda bes farkli duplike standart hazirlandi. Tim standartlara, orneklere
uygulanan islemlerin aynis1 uygulandi. Her duplike standartin ortalamas1 alinarak
“konsantrasyona kars1 alan” standart egrisi olusturuldu. Doku 6rneklerindeki MDA seviyesi,

standart kalibrasyon egrisinden yararlanilarak hesaplandi.
HPLC cihazinin konfigiirasyonu
Analizler Shimadzu- VP serisi HPLC sistemi ile yapildi. Cihaz, LC-10ADVP

(pompa), SCL 10AVP (sistem kontrol iinitesi), RF-10AXL (Floresan detektor), SPD-10AVP
(UV-VIS detektor), SIL-IOADVP  (oto enjektdr), CTO-10ASVP (kolon firin1), FCV-

23



10AVP (gradient baslik) bilesenlerinden olusmaktaydi. HPLC sistemine sirasiyla UV ve
floresan detektdr seri olarak baglandi(32).

Kolon ozellikleri ve cihaz ayarlari

150-4,6 mm, C18 1005 (Macherey-Nagel) ozelliklere sahip kolonda mobil faz
olarak 10 mM, %30 metanol iceren fosfat tampon (pH 7) kullanildi. Tampon, 0,20 pum
filtrelerden gegirilerek siiziildii ve en fazla iki giin kullanildi. Mobil fazin akis hiz1 0,8 mL/
dakika, enjeksiyon hacmi 5 uL, kolon firin1 sicakligi 30 °C idi. Ultraviyole detektoriin dalga
boyu 532 nm’ye, floresan detektoriin eksitasyon dalga boyu 515 nm ye, emisyon dalga boyu

ise 553 nm’ye ayarlandi.

Standart grafiklerinin hazirlanmasti

Standart olarak 1,1,3,3-tetractoksi propan kullanildi. 5, 10, 20, 40 ve 50 pmol/L
konsantrasyonlarinda bes farkli duplike standart hazirlandi. Tiim standartlara, Orneklere
uygulanan islemlerin aynis1 uygulandi. Her duplike standartin ortalamas1 alinarak
“konsantrasyona karsi alan” standart egrisi olusturuldu. Doku 6rneklerindeki MDA seviyesi,

olusturulan standart kalibrasyon egrisinden yararlanilarak hesaplandi.

Protein analizi

Orneklerin protein konantrasyonlari, BCA (Bicinchoninic Acid) yontemi ile belirlendi.
Yéntemin temeli, alkali ortamda Cu"*-protein kompleksi olusumuna ve Cu™nin Cu™’e
indirgenmesine dayanmaktadir. Olusan renk olusumu 562 nm’de spektrofotometrik olarak
degerlendirildi (33). Standart protein olarak sigir serum albumin (BSA) kullanildi. Standart ve
orneklerden 25’er ul kuyucuklara eklendi. Tim kuyucuklara 200 pul BCA ve %4’lik Bakir 2
Siilfat Pentahidrat soliisyonlarinin sirastyla 1.50 oraninda karistirilmasiyla hazirlanan analiz
sollisyonundan ilave edildi. 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi ve 562 nm’de multiplak
okuyucuda (BioTek, Synergy marka) okundu. Standart kalibrasyon egrisinden yararlanilarak

protein miktarlar1 hesaplandi (33).
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3.7. Arastirma Plani ve Takvimi:

Arastirmanin hazirliklarina 2007 yilinda baslandi. Konuyla ilgili arastirma yapilarak hipotez
ve arastirma plani olusturuldu.

!
2008 yilinda Etik Kurul onayina bagvuruldu ve onay alindi.

!
May1s 2009°da bir 6n ¢alisma ile modelin olusturulabilirligi gergeklestirildi.

l
Mart 2010°da deneysel ¢alisma gergeklestirildi.

l
Histopatolojik ve biyokimyasal verilerin analizleri ile Haziran 2010°da tezin yazilimina

baslandi.

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi:

Kolon segmentleri histopatolojik ve biyokimyasal olarak incelendi. Sonuglar
istatistiksel olarak degerlendirildi. Gruplardaki hayvanlarin agirlik degerleri, kolonik
incelemelerdeki histopatolojik skorlarin ve MDA degerlerinin ortalamalar1 alind1 ve standart
sapmalar1  hesaplandi  (xtstandart sapma). Gruplar arasindaki karsilastirmalarda

nonparametrik bir test olan Mann Whitney U testi kullanildi.

3.9. Arastirmanin simirliliklar:

Arastirma dahilinde daha ayrintili oksidatif stres ve inflamatuvar yanit parametreleri
incelenebilirdi. Ancak maliyetlerinin yiliksek olusu ve yiiksek teknik donanim gerektirmesi bu

parametrelerin ol¢timlerini kisitlamistir.

3.10.Etik Kurul Onay Belgesi:

Calisma, 13 Haziran 2008 tarih ve 77 sayil1 yaziyla Dokuz Eyliil Universitesi Deney
Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulun onay1 alinarak yapilmistir. Calisma protokolii 62/2008’dir.
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4. BULGULAR

4.1. Sicanlarda Agwrlik Degisimleri:

Calisma sirasinda hayvanlarin agirlik degisimleri incelendi ve agirliklar 1., 4. ve 7.
giin Olgilildii. Gruplar arasinda istatiksel olarak anlamlilik bulunmadi (p>0.05), ancak kolit
grubu ile karsilastirildiginda EP uygulanan grupta agirlik artis1 gézlenmektedir. Gruplardaki
agirlik degisimleri Sekil 5°de sunulmustur

Ik 3 giin siganlarda kolit olusumuna bagh diyare gdzlemlendi. Diyare SF grubunda
daha belirgindi (diskilama sayis1 daha fazlaydi ve daha sulu kivamda diski mevcuttu) .

AGIRLIK ARTISI

14

12+1.73

12

10 9.5+11.41

7.71£14.74

Agirlik (gr)

Sham Kolit+SF Kolit+EP

Sekil 5: Sicanlarin Agirlik Degisimleri. Agirliklar gram cinsinden verilmis olup, veriler x +

standart sapma (SD) olarak verilmistir.
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Kolit modeli olusturulan gruplarda (EP ve SF) 3. giiniin sonunda ortalama olarak
agirliklar azaldi. 4. glinden itibaren EP ve SF gruplarinda ortalama agirliklar artt1 ve 7. giin
baslangigtaki agirliklarinin lizerine ¢ikti. EP grubunda agirlik artisi ortalama olarak SF
grubundan fazlaydi. Ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.(p=0,987,p>0,05).

4.2. Histopatolojik Bulgular:

Makroskopik olarak distal kolon segmentleri ¢ikarilan si¢anlarin kolonik mukozalarina
bakildiginda kolit olusturulmayan sham grubuna gore kolit grubunda mukozal iilserasyonlar

gozlendi (Sekil 6 ve 7).

L

Sekil 6: Sicanlardan cikarilan distal kolon segmentinde mukoza olagan (Sham Grubu)

Sekil 7: Sicanlardan ¢ikarilan distal kolon segmenti mukozal iilserasyonlar mevcut

(Kolit +SF Grubu)
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Mikroskopik olarak skorlama sonuglar1 Sekil 11°de gosterildigi gibi bulundu. Sham
grubu hasarsiz olarak gozlenirken (Sekil 8), SF grubunda mukozal, submukozal ve transmural
lenfosit/nétrofil artisinin yani sira epitel kaybi, iilserasyonlar gozlendi (Sekil 9). EP grubunda
mukozal ve submukozal lenfosit/notrofil artisinin yani sira daha az epitel kaybi ve ilser

gozlendi (Sekil 10).

Sekil 8: Sham Grubu. Mukozal hasar gdzlenmedi. Normal goriiniimde.
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Sekil 9: Kolit+SF Grubu: Odem ve inflamatuar hiicre, artmis damar konjesyonu,

transmural inflamasyon izlenmekte. Ayrica, epitel kayb1 mevcut.

Sekil 10: Kolit+EP Grubu: 6dem ve inflamatuvar hiicreler gézlenmekte, geniglemis

lamina propria bezleri mevcut.

29



Histolojik olarak degerlendirmeler yukaridaki skorlama sistemine gore “0-1-2-3”
arasinda yapildi. Histolojik skorlamalarin ortalama ve standart sapma degerleri hesaplandi
(sekil 11). Histopatolojik olarak kolit olustugu gozlendi ve bu bulgular skorlama sonuglari ile
desteklendi. Skorlamaya gore; Sham grubu ile karsilastirildiginda Kolit+SF grubunda
skorlamanin yiiksek oldugu, EP uygulanan grupta ise SF grubuna gore daha diisiik oldugu
bulundu (p=0,002, p<0,005) .

3

1.69+0.46

Skor
o

0,5 -

0+0.0

Sham Kolit+SF Kolit+EP

Sekil 11: Histopatolojiik Skorlama. Gruplarin histolojik skorlar1 x + standart sapma olarak

sunulmustur.

0: Inflamasyon yok,
1:Mukozal ve submukozal veya transmural lenfosit/notrofil artist
2: Mukozal lenfosit artisi, notrofil artisi,

3: Cript, erozyon, iilser ve mukozal rejenerasyon
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4.3. Biyokimyasal Bulgular

Gruplarda oksidatif stresi degerlendirme amaciyla yapilan MDA 6l¢limlerinde Sham
Grubuna gore SF ve EP grubunun ortalama MDA degerleri daha yiiksek olarak bulundu
(Sekil 12). MDA degerleri EP grubunda SF grubuna gore daha diisilk olmasina ragmen
anlamli bulunmadi (p=0,655, p>0,05). Bu da oksidatif stresin EP grubunda SF grubuna gore

daha az oldugu lehine yorumlanabilir.

04 - 0.370.56

o
-
!

0,35 -
—~ 0,31
g
3 0,25 -
£ 02/
3 "

- N

Sham Kolit+SF Kolit+EP

Sekil 12: Malondialdehit (MDA) Degerleri: Gruplardaki MDA degerleri x + standart

sapma olarak sunulmustur.
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5. TARTISMA

Crohn hastaligi, ilseratif kolit ve indeterminant kolit inflamatuvar bagirsak
hastaliklaridir. Genellikle geng yaslarda baslangi¢ gosterirler ve batili toplumlarda sikliklar
artmaktadir. Etyolojileri hala tam olarak aydinlatilamamis olmalarina ragmen bazi patolojik
mekanizmalar, gen arastirmalar ile etkilenen genlerin belirlenmesi ve bazi ender cevresel
faktorlerin ortaya konulmasi ile sekil kazanmaya baslamistir. Bu hastaliklar alevlenme ve
remisyon periyodlar1 ile seyretmektedir. Aminosalisilatlat, kortikosteroidler (budesonid
dahil), immunsupresif ajanlar ve anti TNF-a ilaglar (infliximab, adalimubab) bu hastaliklarin
tedavisinde kullanilan ilaglardir(34). Son senelerde sitokinlerin patogenezdeki rolii ortaya
konulduk¢a anti adezyon molekiilleri , anti-IL-12/23 , anti-IL-6 R gibi ajanlar tedaviye
girmektedir(35). Cerrahi tedavi komplikasyon gelisiminde ve medikal tedaviye yanitsizlik
durumunda endikedir(34). Biz ¢alismamizda, EP adli ajanin deneysel olarak olusturulan kolit
modelinde olusan hasar1 azaltacak yonde etki edebilecegini diisiindiik. Béylelikle iBH
tedavisine yararl olabilecegini 6ngdrdiik.

Son yillarda inflamasyon ve tiimor gelisimi arasinda genetik, farmakolojik ve
epidemiyolojik verilerin destegi ile baglantilar kurulmaktadir. Inflamasyon, herediter
kanserlerin yaninda sporadik vakalarda da kanserogeneziste de rol oynadig
goriilmektedir(36).inflamatuar ~ bagirsak  hastaliklarinda da  proinflamatuvar  ve
antiinflamatuvar sitokinler arasindaki hassas dengenin bozulmasiyla bagirsaktaki mukozal
immunitenin bozuldugu goriilmektedir. TNF’yi, 16kosit adezyonunu, Thl polarizasyonunu, T
hiicre aktivasyonunu ve NF-kf’yi hedef alan immiinobiyolojik tedaviler bu nedenle giderek
Oonem kazanmaktadirlar(37).

Niikleer faktor kapa beta(NF-xf), cesitli fizyolojik fonksiyonlar1 bulunan
transkripsiyon faktor ailesini tanimlayan bir terimdir. Rel A (p65), c-Rel, Rel B, p50, p52 gibi
Rel proteinlerinin dimerizasyonundan olusmustur(38).Hemen hemen tiim hayvan hiicrelerinde
bulunur. bel-2, bel-xl, cIAP, suvivin, TRAF, COX-2, MMP-9, iNOS ve hiicre siklusu
regulatuar komponentleri gibi pek ¢ok genin ekspresyonunu diizenlemektedir; boylelikle
stres, sitokinler, serbest radikaller, radyasyon, okside LDL ve mikrobik ajanlar gibi pek ¢ok
etkene yanitint belirlemektedir. NF-kf’nin regulasyon bozukluklari inflamatuvar ve

otoimmun hastaliklar, septik sok, viral enfeksiyonlar ve immun sistem bozukluklarma yol
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acmaktadir. Pek c¢ok karsinojenin NF-«xf’yi aktive ettigi ve NF-kf’nin kanser
kemoprevensiyonunda dnemli bir hedef oldugu belirtilmektedir. (39). Ornegin, Hassan SB ve
ark.(40) caligmalarinda Alfa Terbineol adl1 ajanin IL—1 beta ve IL1R1 gibi NF-kf3 bagiml1 gen
ekspresyonunu doza bagimli olarak azaltarak tiimor gelisimini engelleyebilecegini
gostermislerdir. Benzer sekilde, Jutooru U ve ark.(41) zerdecal (safran kokii, zerde¢op) olarak
bilinen curcumin’in antikanser etkisini aragtirmiglar ve Panc28 and L3.6pL pankreatik kanser
hiicrelerinde curcuminin tiimor gelisimini inhibe ettigini bildirmislerdir. Curcumin, NF-k3
‘nin p50 ve p65 subunitlerine baglanarak ve Sp1, Sp2 ve Sp4 gibi pankreatik kanserlerde over
ekspresyon gosteren Sp transkripsiyon faktorlerine baskilayarak etki gostermektedir. EP gibi
antiinflamatuvar ajanlarla yapilan inflamatuvar yanit1 baskilama kolit siddetini azaltacag: gibi
uzun vadede IBH ‘a bagli kanser olusmunu engellemede de yararli olabilir.

Kanser calismalar1 disinda da NF-«xf yi hedef alan arastirmalar mevcuttur. Sahin K ve
ark.(42) sisplatin aracili nefrotoksisitede Epigallocatechin—3-gallate ‘in antiinflamatuvar
etkisini Nrf2/HO-1 sinyal yolunu ve bdylelikle NF-kf} yolagini bloke ederek gosterdigini ve
bu ajanin sisplatin aracili nefrotoksisiteyi anlamli sekilde azalttigini ortaya koymuslardir.
Okseotu ekstresinin kullanildig1 bir calismada 6kseotunun bizim ¢alismamizdaki etil piriivata
benzer sekilde hem serbest oksijen radikal temizleyici hem de NF-«xf’yi bloke ederek
antiinflamatuvar etki ile renal parankim hiicrelerinde koruyucu etki gosterdigi
belirtilmektedir(43). Farelerde Ovalbumine inhalasyonu ile uyarilan alerjik asthma
patogenezinde NF-kf aktivasyonunun adaptiv immun yanita kritik etkisi oldugu
gosterilmistir(44). Pulmoner fibrozise yol acan miirin herpesvirus 68 ile enfekte edilen
farelerde NF-kf inhibisyonu fibrozisi azaltmistir (45).Vitamin D reseptorlerinin (VDR)
intestinal enflamasyonda kritik rolii oldugunu gosteren bagka bir ¢alismada bakteri aracilt NF-
kP aktivasyonunun , NF-«f} p65 ile komplex yapan VDR vasitasiyla azaltildigi ve bu nedenle
VDR ¢ nin intestinal homeostazda ve bakteriyel invazyon ve infeksiyonda Onemli bir
koruyucu oldugu belirtilmektedir(46).Hiperlipideminin kohlea iizerindeki etkileri arastirilmis
ve yliksek lipid diyetiyle beslenen fare kohlealarindaki NF-kf3 p65 aktivasyonu yiiksek
bulunmustur. Hiperlipideminin NF-xf p65 aracili olarak az isitmeyi tetikleyebilecegi
gosterilmistir(47). Parthenolide and Magnolol adli NF-«3 inhibitérleri ultraviyole (UV) 1518a
bagl cilt hasarimi azaltmada etkili bulunmuslardir (48). Akciger iskemi ve reperflizyon
modelinde, reperfiizyonun erken doneminde NF-kf’ nin aktive oldugu ve hirudin ile trombin,

takrolismus ile kalsindrin olusumunun engellenmesi sonucunda NF-«xf} ve aktivator protein—1
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aktivasyonunun engellenerek reperfiizyon hasarinin Onlenebilecegi bildirilmektedir(49).
Denosumab adlt monoklonal antikorlar, receptor activated nuclear factor kappa B (RANKL)
inhibisyonu ile osteoporoz tedavisinde yeni tedavi modaliteleri olarak gelistirilmislerdir (50)
Ayrica RANKL inhibisyonunun kemik metastazlarimin tedavisinde etkili oldugu
bildirilmektedir (51).

Pirtivat, 6nemli bir metabolik ara {irlindiir ve reaktif oksijen radikallerinin ve hidrojen
peroksidin 6nemli bir siipiiriiciisiidiir. NF-«f3 inhibisyonu ile antiinflamatuvar etki gosterir.
Pirtivatin sulu ¢ozeltilerde anstabil olmas1 nedeniyle alifatik esteri olan EP pek ¢ok calismada
kullanilmis ve etkinligi kanitlanmistir(52). Yang ve ark.(53) caligmalarinda hemorajik sok
modelinde EP tedavisi proinflamatuvar transkripsiyon faktori, NF-xp , NO Sentetaz ,
Siklooksigenaz-2 (COX-2), IL-6 ve TNF-a diizeylerini karaciger , kolon ve ince bagirsak
dokusunda azaltmistir. Cai B ve ark(54) calismalarinda sepsis ve hemoraji modellerinde TNF
ve HMGB-1 gibi proinflamatuvar mediatorleri bloke eden EP’1n surviye katkida bulundugu
belirtilmektedir. Indolamin 2,3 — deoksigenaz ( IDO), pek cok timér gelisimine yol acan
anahtar enzimlerden biridir. Muller AJ ve ark (55), EP’in NF-kf yaninda IDO ° 1 da invitro ve
invivo olarak bloke ederek tiimor gelisimini engelleyebildigini gostermislerdir. Benzer etki
EP anologu asetamidoaserilat kullanimi ile de gozlenmistir. Ratlarda yapilan bir bagska
calismada supracoliak kompresyon ile iskemi reperfiizyon uygulanmis ve EP ve diger alfa
keto karboksilik asit derivelerinin etkinlikleri arastirilmis ve ringer laktat kullanan gruplara
gore hasar1 anlamli derecede azalttigr gozlenmistir (56). Postiskemik beyin hasarini doza
bagimli olarak azalttig1 bildirilmistir. Aspirin ile beraber kullanildiklarinda sinerjetik etki ile
postiskemik infarkti daha da azaltmakta ve ndroprotektif etki gostermektedir(57). Johansson
AS ve ark (58) calismasinda EP, pulmoner epitelyal hiicrelerde IL-8, G- CSF gibi sitokinleri
ve ICAM—-1 ve VCAM-1 gibi adheziv molekiillerini azaltarak notrofil aktivasyonunu ve
notrofillerin epitelyal hiicrelere tutunmasini engelledigini gozlemlemislerdir. Boylelikle akut
pulmoner patolojilerin tedavisinde énemli bir yer tutabilir. EP, Murin lenslerinde oksidatif
stresi azaltarak katarak olusumunu azaltabilir (59). Radyasyona maruz birakilan zebra baligi
embriyolarinda EP’in da bulundugu NF-kf inhibitérlerinin radyasyon hasarini azalttigi
gosterilmistir (60). Murin’de ekstrahepatik kolestaz modelinde ringer etil piriivat (REP)
sollisyonu uygulanmis, rat ileumundaki intestinal permeabiliteyi ve apoptozisi dnemli derece
azalttigi; 1IL—-6, TNF-a, MDA, MPO gibi inflamasyon indikatorlerini ileal dokularda yine
onemli Olclide azalttigi bulunmustur (61). EP, siddetli akut pankreatit olusturulan farelerde
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hepatik doku Orneklerinde hasar1 anlamli sekilde azaltmistir(62). Huang LF ve ark.(63)
calismasinda HMGB -1 ‘in T hiicre aracili immun yanittaki roli aragtirilmistir. Termal hasar
olusturulan ratlarda EP uygulamast HMGB-1 diizeylerini anlaml sekilde azaltmis ve yanik
hasarinda etkili olabilecegi belirtilmistir. Harada T ve ark.(64) calismasinda EP’in
postoperatif ileusu azaltabilecegi saptanmistir. EP’1n, ¢ekal ligasyon ve puncture uygulanan
sicanlarda bakteriyel translokasyonu ve dolayisiyla sepsis riskini azaltmis ve ince
bagirsaklarda immunolojik bir bariyer olarak etki gosterdigi bulunmustur(65).

Yukaridaki ¢aligmalar 1s18inda antiinflamatuvar ve antioksidan bir molekiil olan etil
piriivat1 deneysel olarak olusturulan kolit modelinde denedik. Literatiirde bizim ¢alismamiza
benzer bir ¢alisma mevcuttur (30). Bu ¢aligmada, IL-10 -/- (C57BL6) kronik kolitli fareler
randomize gruplara ayrildiktan sonra bir gruba steril ringer laktat(RL) soliisyonu ve diger
gruba steril RL soliisyonu icinde EP 40 mg/kg olarak 2 hafta boyunca gilin asir1 olarak
sistematik olarak uygulanmistir. Ayrica BALB/c farelerde de TNBS nin intratekal uygulanimi
ile akut kolit modeli olusturulmus ve gruplardan birine yine steril RL soliisyonu, digerine de
steril RL soliisyonu i¢inde EP intrarektal olarak TNBS uygulamadan 4 saat, 2 giin ve 4 giin
sonra uygulanmistir. 5. Giiniin sonunda hayvanlar sakrifiye edilmislerdir. Tiim gruplardaki
kolonlar ¢ikarildiktan sonra dokular bizim de referans aldigimiz histolojik skalaya gore
incelemeye tabi tutulmustur. Digkr 6rnekleri alinmis ve bu 6rnekler HMGB-1 ve Receptor for
Advanced Glycation End Products (RAGE) konsantrasyonlari yoniinden incelenmistir.
Kolonik dokuda sitokin diizeyleri (IL-12 p40) olglilmiistiir. Sistemik tedavi uygulanan
gruplardan EP uygulanan grupta histolojik skorda % 50 iyilesme saptanmis ve kolonik
dokudaki IL12 p40 diizeyleri anlamli 6lglide diisiik ¢ikmistir. IL—10 -/- kronik kolitli farelerin
diskilarindaki normalden 5 kat yliksek olan HMGB-1 degerlerinde anlamli 6lglide diisme
saptanmistir. EP, makrofajlardaki HMGB-1’in siniikleusdan sitoplazmik translokasyonunu
engellemektedir. Lokal tedavi uygulanan gruplarda da EP grubunda sadece RL verilen gruba
gore histolojik skorlanma anlamli 6l¢iide iyilesme gostermis ve kolonik dokulardan alinan
TNF diizeyleri yine anlamli oranda diisiik saptanmistir. Bu ¢alismada ayrica EP ‘in Heme
pigmentini fragmanlari olan biliverdin, demir ve karbonmonokside ayiran Heme Oksigenaz -1
(HO-1) ‘i indiikleyerek kolonik dokulardaki inflamasyonu baskiladigi da gosterilmistir.
Western blot analizleri ile NF-kp ve DNA baglanmasinin EP tarafindan inhibe edildigi
ispatlanmistir. Sonu¢ olarak, hem sistemik yoldan hem de oral veya rektal yoldan EP

uygulamasinmn IBH ¢ da hastalik aktivitesini azaltabilecegi vurgulanmistir(30).
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Bizim ¢alismamizda, yukaridaki ¢alismadan farkli olarak fare yerine sigan kullanarak
asetik asit ile kolit modeli olusturduk. Literatiirde hem TNBS (66) hem de asetik asit (67) ile
olusturulan kolit modelleri mevcuttur. Genellikle % 4 lik asit sollisyonlarmin
kullanilmasindan dolay1 6n ¢aligmada o6nce % 4 ‘liik asetik asit soliisyonu kullandik; ancak
yeterli kolit olusmadig1 kanisina varilarak % 6’lik asit soliisyonuna gegtik. Bu derisimde kolit
olustugunu klinik ve histopatolojik olarak goézlemledik. Davé SH ve ark. kronik kolitli
farelere sistematik EP, akut kolitli farelere intrarektal EP uygulamiglardir. Biz ise akut kolitli
sicanlara sistemik EP ‘yi 7 gilin boyunca, Uchiyama ve ark.(28) kendi ¢aligmalarinda
uyguladigi 50 mg/kg dozunda uyguladik. Davé SH ve ark calismalarinda inflamatuvar
mediyator diizeylerini 6lgmiisler ve EP’in antiinflamatuvar etkinligini arastirmiglardir. Biz
buna ilave olarak dokuda MDA diizeylerini 6lgerek EP’1n antioksidan 6zelligini de arastirdik.

Calismamizda, sicanlarin agirliklar1 her iki grupta da kolite bagli olarak 3. giiniin
sonunda azaldi; 7. gline dogru her iki grupta da artti. EP grubundaki agirlik artis1 SF grubuna
gore daha belirgin olmasina ragmen istatistiksel anlam gostermedi. Kolit olusumu
histopatolojik olarak gosterildi. Histopatolojik incelemede, SF grubunda EP grubuna gore
O6dem, inflamatuvar hiicre artisi, epitelyum kaybi ve transmural enflamasyon daha belirgindi
ve istatistiksel olarak anlamliydi. MDA bakisinda da kontrol grubuna goére ve EP ve SF
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamasina ragmen EP grubundaki
ortalama MDA degerleri SF grubuna gore daha diisiik olarak bulundu; bu da oksidatif stresin
EP grubunda SF grubuna gore daha az oldugu lehine yorumlanabilir. Oksidatif stresin azligi
da kolit iyilesmesine katkida bulunabilir.

Sonug olarak, EP, siganlarda olusturulan model koliti iyilestirmistir. Bu baglamda,
IBH tedavisinde yararli ve etkili bir ajan olabilir. Bu alanda yapilacak daha ayrintili

calismalara ihtiyag¢ vardir.
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6.SONUC VE ONERILER

Asetik asit ile olusturulan kolit modelinde EP’1n etkisinin arastirildigi ¢alismamizda

asagidaki sonuglara varilmistir.

1.

% 6 ‘lik asetik asit ¢ozeltisi ile kolit olusumu makroskopik ve mikroskopik
olarak ortaya konulmustur.

SF ve EP gruplarinda ilk 3 giin azalan ortalama agirlik degerleri 7. giiniin
sonunda baslangi¢ degerlerinin iizerine ¢ikmistir. EP grubunda SF grubuna
gore daha belirgin ortalama agirlik artis1 gézlenmesine ragmen bu durum
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Ancak, EP grubundaki bu ortalama
agirlik artis farki SF grubuna gore daha fazla iyilesmenin belirtisi olabilir.
EP grubunda SF grubuna gore daha az siklikla digkilama (diyare)
gbzlenmistir.

EP grubunda SF grubuna gére hem makroskopik hem de mikroskopik
olarak iyilesme gozlenmistir. Ortalama histopatolojik skorlar EP grubunda
SF grubuna gore belirgin olarak daha az hasar gostermistir ve bu durum
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur( p<0,05).

Oksidatif hasar gostergesi olarak analiz ettigimiz dokudaki MDA degerleri
EP grubunda SF grubundan ortalama olarak daha diisiik bulundu; ancak,
istatistiksel olarak anlamli bulunamadi. Oksidatif stresin ortalama olarak
EP grubunda daha diisiik Ol¢iilmesi kolit iyilesmesi agisindan olumlu bir
sonug olarak degerlendirildi.

Ortalama MDA ol¢iimlerinin daha diisiik olmas1 ve agirlik artisinin daha
fazla olmasi gibi EP grubunda goriilen iyilesme yoniinden olumlu
parametreler hayvan sayilarmin arttirilmasi ile istatistiksel olarak da
anlamli diizeylere gelebilir.

Dokularda inflamasyonu gosteen proinflamatuvar sitokinlerin bakilmasi (
IL—1, 1I-10, TNF-o vb) , baska oksidatif stres parametrelerinin ( MPO,
SOD vb.) arastirilmasi ile histopatolojik ve klinik olarak gozlemledigimiz

iyilesme daha ayrintili olarak ortaya konulabilir.
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7

8. Sonug olarak, Etil Piriivat (EP) , inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin
tedavisinde ve semptomlarin hafifletilmesinde yararli bir ajan olabilir. Bu

alanda yapilacak daha ayrintili caligmalara ihtiyag¢ vardir.
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8. EKLER

EK-1 :

Etik Kurul Onay Raporu
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EK-2 :
OZGECMIS
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e-posta guresnazim@yahoo.com

Ulke Universite/Egitim Fakiilte Ogrenim Derece Mezuniyet
Arastirma Hast. /Hastane Alan Yl

Tiirkiye Ege Universitesi Tip Fak. Tip Lisans 2002

Akademik/Meslekte Deneyim

Kurum/Kurulus Ulke Sehir Bolitm/Birim GorevTiirii Donemi
[zmir Atatiirk | Tirkiye [zmir Genel Cerrahi | Arastirma 2003-
Egitim ve Arastir Gorevlisi 2008
ma Hastanesi
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EK-3 :

SBE Tez Degerlendirme Formu ( Jiiri Uyesi I¢in)

OGRENCI BILGILERI

Adi

Anabilim/Bilim Dali :

Soyadi

Programi

Ogrenci No:

Yiiksek Lisans / Doktora

Tez Kodu

(I (I

Danigmani

ikinci Danigmani (Varsa) :

TEZ BASLIGI

SUNUM

Tez bashgi ¢alisma konusunu agik ve yeterli olarak tanimlamakta midir?
[ Evet [ Dduzeltilmesi Gerekir

Tez kolaylikla okunup anlagiliyor mu ?
[0 Evet [ Kismen duzeltiimesi gerekir [ Yeniden yazilmasi gerekir

Tablo, sekil ve grafikler tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanmig mi ?
[0 Evet [ Duzeltiimesi gerekir

Kaynaklar Dizini [ Dogru [ Hatali
Aciklayiniz:

BUTUNLUK

Tez bolimleri birbirlerine mantiksal ve analitik bir blttnlik ve akis iginde baglaniyor mu?
[ Evet I Hayir  Agiklayiniz :

OZGUNLUK ve

Aday, sizce bu calisma sonunda bilimsel arastirma yapma, bilgiye erisme,
degerlendirme ve yorumlama yetenegi kazanmis midir?
[ Evet 0 Hayir

Doktora tezleri, ayrica asagida belirtilen niteliklerden en az birini saglamalidir.

YARATICILIK Bu tez calismasi :
[ Bilime yenilik getirmistir
I Yeni bir bilimsel yontem gelistirmistir
I Bilinen bir ydntemi yeni bir alana uygulamistir
Arastirmaya konu olan problem tanimlanmistir: 1 Evet [ Hayir
GIRIS Problemin ¢éziimlne yonelik hipotez/hipotezler agik olarak belirtiimis ya da arastirma

sorulari tanimlanmis midir? : [ Evet [ Hayir
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Literatir bilgileri 6ziimsenerek derlenmis midir? [ Evet

BILGILER
(Literatiir Bilgisi)

I Hayir

GENEL GorUglerinizi Tez Degerlendirme Kriterleri’ne uygun olarak belirtiniz

GEREG ve YONTEM

Goruslerinizi Tez

Degerlendirme Kriterleri'ne
uygun olarak belirtiniz:

BULGULAR

Gorislerinizi Tez

Degerlendirme Kriterleri'ne
uygun olarak belirtiniz:

TARTISMA

Goruslerinizi Tez

Degerlendirme Kriterleri’ne
uygun olarak belirtiniz:

SONUG VE ONERILER

Sonug/sonuglar net
olarak belirtilip
bastaki hipotez
ve/veya arastirma
sorulari ile
iliskilendirilmis
midir?

KAYNAKLAR

Kaynaklar uygun
yazilmis mi? Yeterli
mi? Gulncel kaynak
var mi?

EKLER

Eksik var mi?
(Doktora tezleri igin
makale kabul yazisi
ve makale metni),
tim tezler igin etik
kurul onaylari,
O0zgecmis ve yayin
listesi

DIGER

Tez hakkinda

onemli

g6rdiguniz diger hususlari
bu kisimda belirtebilirsiniz:
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JURI DEGERLENDIRME SONUCU

Tarafimdan

incelenen bu tez,
Dokuz Eylul
Universitesi
Lisansustu Egitim-
Ogretim ve Sinav
Yonetmeligi uyarica

(| Kabul edilebilir
niteliktedir.

| Ek sture verilerek
dizeltiimesi gerekir.

| Ret edilmesi gerekir.

JURI UYESININ

Adi Soyadi

Anabilim /Bilim Dali

Universitesi/Enstitiisii

Tarih: imza:

Bu form, Tez Savunma Sinavi’ndan sonra, Sinav
Tutanag ile birlikte en geg iig isgiinii icinde ilgili Anabilim Dali
tarafindan Saglik Bilimleri Enstitiisti Miidiirliigi’ne génderilir.
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