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DENEYSEL KOLIT MODELINDE KOENZIM Q10°UN KORUYUCU
ETKINLiGININ KOLON DOKUSUNDA ARASTIRILMASI
Yiiksek Lisans Tezi
Ahmet Nedim KADIFECI

OZET

Giris ve Amac: Inflamatuar bagirsak hastaliklari (IBH), etiyolojisi belli olmayan,
genetik ve gevresel faktorler ile intestinal immiin faktorler arasindaki etkilesim sonucu
ortaya ¢iktigina inanilan sistemik hastalik grubudur. Son yillarda IBH’da belirgin bir
artis dikkati ¢cekmektedir. Deneysel olarak bir ¢ok ¢alisma yapilmasina ragmen, klinik
pratikte tam bir tedavi saglayabilen ajan bulunamamistir. IBH patogenezinde, oksidatif
stres ve inflamasyon 6nemli risk faktorleridir. Bu ¢alismada ratlarda asetik asit ile
olusturulan deneysel kolit modelinde koenzim QI10’un koruyucu etkinliginin
arastirilmasi amaglanmistir.

Gerec¢ ve Yontem: Bu calisma 200-220 gr agirliginda 24 adet erkek Wistar-albino cinsi
rat tizerinden ti¢ gruba ayrilarak gerceklestirildi. Tiim gruplardaki her bir rat ketamin ile
anestezi uygulandiktan sonra operasyona baslandi. Grup 1 (Kontrol): Kontrol grubuna
intraperitonal (IP) yolla sadece serum fizyolojik 1 mL (%0,9 NaCl) verildi. Grup 2
(Kolit+Serum Fizyolojik grubu): Kolit grubundaki ratlar 30° trendelenburg pozisyonuna
getirilerek 8 mm’lik kateter, rektal yoldan 6 cm ileriye uzanacak sekilde yerlestirilen ve
ratlara 1 mL, pH 2.4, % 4’liik asetik asit intrarektal (IR) olarak uygulanan ve es zamanl
olarak IP yoldan 1 mL serum fizyolojik (ndtr pH’da % 0.9’luk NaCl) verildi. Grup 3
(Tedavi grubu; Kolit+CoQ10): Kolit grubundaki ratlar1 30° trendelenburg pozisyonuna
getirilerek 8 mm’lik kateter, rektal yoldan 6 cm ileriye uzanacak sekilde yerlestirilen ve
ratlara 1 mL, pH 2.4, % 4’liik asetik asit intrarektal (IR) olarak uygulanan ve es zamanl
olarak iP yoldan 1 mL koenzim Q10 (10 mg/ml/kg™) verildi. Deney sonunda her ii¢
grubun barsak dokular1 c¢ikarildi. Barsak dokusunda oksidatif/nitrozatif stres
biyobelirtegleri olarak; katalaz (CAT), superoksit dismutaz (SOD), rediikte glutatyon
(GSH), malondialdehit (MDA), Nitrik oksit (NO) diizeyleri spektrofotometrik olarak
oOl¢iiliirken, nitrotirozin (3-NT) diizeyleri ELIZA ile 6l¢iildii. Dokularin histopatolojik

incelenmesi 151k mikroskopi ile yapildi.



Bulgular: Kolit grubunda kontrol ve tedavi gruplarina gére MDA, NO, 3-NT diizeyleri
artarken CAT, SOD ve GSH diizeyleri anlamli olarak azalmistir (p<0.05).
Calismamizda kolit grubundaki ratlarin hepsinde makroskobik hasar gozlendi. Ayrica
mikroskobik hasarlanma bulgular1 olan epitelyal hiicre kaybi, kript absesi ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu olusmayan denek yoktu. Bulgularimiz kolit modelinin
basariyla gergeklestigini gostermektedir. Histopatolojik incelemede tedavi grubunda
kolit grubuna gore s6z konusu bulgularin daha hafif diizeyde oldugu gozlendi.

Sonu¢: Deneysel olarak %4’liikk asetik asit ile olusturulan kolit hasar1 modelinde
koenzim Q10 ile tedavi uygulandiginda histopatolojik olarak diizelme saglandigi ve
biyokimyasal olarak oksidatif/nitrozatif stres diizeylerinde belirgin diizeyde azalma

oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Koenzim Q10, Kolit modeli, Kolon , Nitrozatif/Oksidatif Stres
Sayfa Adedi: 97
Damisman: Prof.Dr.Ergiil BELGE KURUTAS



INVESTIGATION OF PROTECTIVE EFFECT OF COENZYME Q10 IN
EXPERIMENTAL COLITIS
Master Thesis
Ahmet Nedim KADIFECI

ABSTRACT

Objective: Inflammatory bowel disease (IBD) is a systemic disease, with unknown
etiology, believed to result from the interaction between genetic and environmental
factors and intestinal immune factors. Recently, there is a significant increase in
prevalence of IBD but although many experimental studies have been performed, no
agent could be found providing a complete cure in clinical pratice. Oxidative stres and
inflammation are considerable risk factors in the pathogenesis of inflammatory bowel
disease (IBD). In this study we aimed to protect the effects of coenzyme Q10 on
intestinal epithelium in chronic colitis induced rats.

Material and Method: This study was carried out by dividing 24 male Wistar-albino
rats weighing 200-220 grams into three groups. Rats were anesthetized with ketamine.
Then the operation started. Group 1 (Control): 1 mL of saline (0.9 %NaCl) was
administered intraperitoneaaly (IP) to the sham group. Group 2 (Colitis+Serum
Physiological): The rats in the colitis group were brought to the trendelenburg position
with a 30 degree, the 8 mm catheter was positioned to extend 6 cm from the rectal tract
and rats were given 1 mL serum physiological (0.9% NaCl at neutral pH) 1 mL pH 2.4
%4 acetic acid intrarectal (IR) administered concurently with IP route. Group 3
(Colitis+Co Q10): The rats in the colitis group were brought to the trendelenburg
position with a 30 degree, the 8 mm catheter was positioned to extend 6 cm from the
rectal tract and rats were given 1 mL coenzym Q10 (10 mg/mi/kg™) 1 mL pH 2.4 % 4
acetic acid intrarectal (IR) administered concurently with IP route. In the end of the
experiment, the tissues of bowel of each three groups were extracted. In the bowel
tissue, as oxidative/nitrosative stres biomarkers, while the levels of catalase (CAT),
superoxide dismutase (SOD), reducted glutathione (GSH), malondialdehide (MDA),
nitric oxide (NO) were measured spectrometrically, the levels of nitrotirozin (3-NT)
were measured with ELISA. The histopathological examination of tissues was
conducted with light microscope.



Results: While the levels of MDA, NO and 3-NT were increased in the colitis group
compared to control and treatment groups, CAT, SOD and GSH levels were
significantly decreased (p <0.05). In our study macroscopic damage was observed in all
rats of the colitis group. There was also no occured rat on evidence of microscopic
damage, epithelial cell loss, crypt abscess and inflammatory cell infiltration. Our
findings show that the colitis model has been performed successfully. Histopathologic
examination showed that the treatment group was lighter findings than the colitis group.
Conculusion: Experimentally, when treated with coenzyme Q10, it was ameliorated as
histopathologic and oxidative/nitrosative stress levels were significantly reduced as

biochemically in induced-colitis injury model with 4% acetic acid.

Key Words: Coenzyme Q10, Colitis Model, Colon, Nitrosative/Oxidative Stress
Page Number: 97
Supervisor: Prof.Dr.Ergiill BELGE KURUTAS
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ATP : Adenozin Trifosfat

ADP : Adenozin Difosfat

KoQ : Koenzim Q

NADPH : Rediikte Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat
O,-- : Siiperoksit Anyon Radikali
HOCI : Hipoklorik Asit

H,0; : Hidrojen Peroksit

ROR : Reaktif Oksijen Radikalleri
KSU : Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi
O, : Oksijen

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

FAD : Flavin Adenin Diniikleotit
OH: : Hidroksil Radikali

0, : Singlet Oksijen

H- : Hidrojen Radikali

SOD : Stiperoksit Dismutaz

CAT : Katalaz

ROO : Peroksil Radikali

MDA : Malondialdehit

GSSG : Okside Glutatyon

GSH : Rediikte Glutatyon

GR : Glutatyon Rediiktaz

oD : Optik Dansite

SOR . Serbest Oksijen Radikalleri
NO - Nitrik oksit

NT - Nitrotrozin

IBH : Inflamatuar Bagirsak Hastalig
CH : Crohn Hastalig1



1. GIRIS AMAC

Inflamatuar bagirsak hastaliklar1 (IBH), etiyolojisi belli olmayan, genetik ve gevresel
faktorler ile intestinal immiin faktorler arasindaki etkilesim sonucu meydana geldigine
inanilan sistemik hastalik grubudur. Son zamanlarda IBH’da belirgin bir artis dikkati iizerine
cekmektedir ve deneysel anlamda bir ¢cok ¢alisma yapilmasina ragmen, klinik pratikte tam bir
tedavi saglayabilen ajan bulunamamstir. (IBH) patogenezinde, oksidatif stres ve inflamasyon
onemli risk faktorleridir.

Inflamatuar bagirsak hastaliklar1 iilseratif kolit (UK) ve crohn hastaliklar1 (CH) olarak
iki kisimda incelenir. Bu hastaliklar gastrointestinal kanalin kronik inflamatuar hastaliklaridir.
Teshis edilmeleri endoskopik yolla, klinik ve histolojik 6zelliklerini arastirarak yapilir. Fakat
tek basina bir bulgu, bir veya diger hastalik i¢in kesin olarak tanisal degildir. Tanimi olmayan
iilseratif kolit diye adlandirilan diger grupta ise bazi hastalar arasinda degisen klinik bir
tabloya sahiptir (1).

Crohn hastalig1 ve Ulseratif kolit ABD’de yaklasik olarak 1.4 milyon, Avrupa’da ise
2.2 milyon insan1 etkilemektedir (2). Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin Kuzey Amerika ve
Avrupa’daki insidans1 100.000°de 5, prevelansi ise yaklasik olarak 100.000°de 50°dir. Son
yillarda IBHmn insidans ve prevalansi, daha énce sik goriildiikleri bdlgeler olan Kuzey
Amerika ve Avrupa’da stabil seyrederken, nispeten goriilme siklifinin daha az oldugu
bolgeler olan Giiney Avrupa ve Asya’da artisa gegmistir (3,4).

Hayvan modelleri IBH’de elli yildan uzun bir siiredir arastirmalarda kullanilmaktadir.
Sonrasinda kosullarin iyilestirilmesi ve hayvan rahathiginin saglanmasi i¢in deneysel kolit
modelleri gelistirilmistir. Bu modellerin, hastaligin patojenezinin ¢alisgilmasi ve terapotik
ajanlarin kesfi i¢in 6nemi biiyiiktir (5). Ortaya konulan bu modellerde, insanlarda olusan
IBH nin bircok histopatolojik ve klinik 6zellikleri gézlenebilmektedir (6).

Bu calismada ise ratlarda olusturalan deneysel kolit modelinde koenzim Q10’un

koruyucu etkinligini arastirmak amag¢lanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. inflamatuar Bagirsak Hastaliklar1 (IBH)

Inflamatuar bagirsak hastaliklar iilseratif kolit (UK) ve crohn hastaliklar1 (CH) olarak
iki siif altinda incelenir. Bu hastaliklar gastrointestinal kanalin kronik inflamatuar
hastaliklaridir. Teshis edilmeleri endoskopik yolla, klinik ve histolojik 6zelliklerini arastirarak
yapilir. Ancak tek basina bir bulgu, bir veya diger hastalik i¢in kesin olarak tanisal degildir.
Tanimlanamayan {ilseratif kolit diye isimlendirilen diger grupta ise bazi hastalar arasinda
degisen klinik bir tabloya sahiptir (1). Belirgin anormal immun cevap {ilseratif kolit ve crohn
hastaliginin karakterize 6zelligidir. Viicudun enfeksiyona karsit korunmasi immun hiicrelerle
gerceklesir ama inflamatuar bagirsak hastalarinda immun sistem yabanct maddeleri yakalama
noktasinda, bagirsaktaki yiyecek, bakteri ve diger maddeleri ayirt edemeyerek barsak
hiicrelerine hiicum eder. Organizma bu siirecte 16kositleri kronik inflamasyonun olustugu yer
olan barsak i¢ tabakalarma gondermektedir (7). Inflamatuar bagirsak hastalign genellikle
diskilama aligkanliklarinda farklilasma ile karakterizedir. Kronik seyreden bir hastaliktir.
Basta ingiltere, Kuzey Amerika ve Iskandinav iilkeleri olmak iizere diinya iizerinde ¢ok

yaygin bir yayilim gostermektedir (8).

inflamatuar bagirsak hastaliklan (IBH)

Olseratif kolit

Sekil 1. inflamatuar Bagirsak Hastaliklar (9)



2.1.1. Crohn Hastalig1

Potansiyel olarak gastrointestinalin herhangi bir boélgesini ilgilendiren kronik inflamasyon
durumu olarak bilinen Crohn hastaligi genellikle ince bagirsak sonu ile kalin bagirsak
baslangicini etki eden hastaliktir. Bu hastalikta, bagirsak tabakalarinin biitiinii tutulmustur.
Hastalikli  boliimiin  digindaki boliimler araligindaki saglikli bagirsak dokusu devam
etmektedir (10). fleum ve ¢cekumda hastalik (hastalarin %40°1) ince bagirsaga lokalize hastalik
(hastalarinin %30°u) ve kolona lokalize hastalik (hastalarin %25°1) olmak {izere Chron
hastalig1 ic major formdan biriyle 6ne ¢ikar. Crohn hastaligi daha az siklikta, agiz, dil,
ozfagus, mide ve duodenum gibi gastrointestinalin daha proximal bolgelerini tutar (1). Ust
gastrointestinal sistem tutulumlu Crohn Hastaliginda tablo ¢ok belirgin degildir. Ozofagus
tutulumunda disfaji, yanma meydana gelebilir (7). Hastaligin erken donemlerinde araliklarla
remisyon goriiliirken, daha ileri donemlerinde sik araliklarla meydana gelen, siddetli ve uzun
stiren belirtiler maydana gelir. Kronik ishal, karin agrisi, siskinlik, kilo kaybi, bulant1 ve ates

siklikla goriilen semptomlardir (11) (Tablo 1, Tablo 2).

Chron hastaliginda inflamatuar, stenozan, fistiilizan klinik tip ayrimi yapilir. Karin
agrisi, ates ve ishal inflamatuar formda 6n plandadir. Stenozan formda ise genel olarak
yenileyen intestinal obstriiksiyon bulgular1 tabloya hakimdir. Inflamasyon nedeni ile meydana
gelen 6dem ve spazm intestinal obstrilksiyonun sebebi olabilecegi gibi, yenileyen
alevlenmelerle gercek fibrozisin gelisimine bagl striktiir de yol agabilir (7). Crohn hastaligi
tedavisinde aminosalisilatlar (5-ASA), steroidler, immun modifikatorler (azatioprin (AZA), 6-
Merkaptopurin (6-MP) ve metotrexat (MTX), antibiyotikler (metronidazol, ampisilin,
ciprofloksin ve digerleri) ve biyolojik tedavi (inflixamab) kullanilir. Hastalar i¢in ilaglar
semptomlar1 kontrol altina alamadigi durumlarda cerrahi tedavi gerekli olmaktadir. Crohn

hastalarinin 3/4'Qi cerrahi tedavi almak zorunda kalmaktadirlar (12,13).



Tablo 1. Crohn Hastaligi Klinik Belirtileri (11)

Klinik belirti Goriilme siklig1
Ishal 85%

Karin agrisi. sigkinlik 75%

Kilo kaybi 50%

Ates %40-60
Bulant1 %%20-30

Anal semptomlar %10-20

Tablo 2. Crohn Hastaliginda EIS Tutulumu ve Goriilme Sikligi (11)

Ekstra intestinal sistem Ekstra intestinal hastalik

Cilt-mukozal Eritema nodozum Piyoderma gangrenosum
Romatolojik Periferal artrit Ankilozan spondilit Sakroileit
Goz Konjuktivit Iritis/Uveit Episklerit

Primer sklerozan kolanjit Kolelithiazis Yagh

Hepatobilie . . ..
cpatobiliet infiltrasyon Perikolan;it

Uriner Nefrolithiazis Ureter darlig:

Osteoporozis Vaskiilit, Tromboemboli, Anemi

Diger Perikardit, Myokardit Akciger hastaliklar

2.1.2. Ulseratif Kolit Hastalig1

Ulseratif kolit kolon dokusunun mukozasina sinirli, yenileyici, inflamasyon ataklariyla
karakterize inflamatuvar bagirsak hastaligidir. Cogu kez rektumu tutar. Hastalik %30-50
oraninda proksimale etki edebilir. Gastrointestinal belirtiler hastaligin yerlesim bolgesine gore
degiskenlik gostermektedir. En ¢ok goriilen semptomlar kanli-mukuslu ishal, karin agrisi,
rektal kanamadir (14) (Tablo 3). Kanli-mukuslu ishal siklikla gece ve yemeklerden sonra
goriiliir. Agr1 daha fazla yemekle ve defekasyonla baglantili kolik tarzda, daha ¢ok sol alt
kadrani hedef alir. Kilo kayb1 hem hastalikli mukozadan serum proteinlerinin kaybina hemde
agrinin giiclenmesi nedeniyle korkmus olan hastanin oral alimini kisitlamasina bagl goriiliir.
Ozellikle rektum tutulumu olan hastalarda tenezm, hemetokezya ve defekasyon sikliginda
artig goriilmektedir. Ates genellikle az yiikselir, akut fulminan kolitte daha fazla yiikselebilir.

Hastaligin siddetine gore smiflandirma da yapilmaktadir. Hafif siddetli hastalik
durumu: Rektuma sinirli olan hastalarda, mukus pasajiyla beraber aralikli rektal kanama,

giinde 4’den az hafif diyare goriiliir. Hafif kramp ile birlikte karin agrisi, tenesmus ve
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konstipasyon donemleri de sik olarak gozlenir. Orta siddette hastalik durumunda ise: En
azindan splenik fleksuraya kadar uzanan anatomik tutulumla karakterizedir. Klinik olarak sik,
sulu, kanli ishal, kan transfiizyonu gerektirmeyen anemi, etkisi ¢cok olmayan karmn agris1 ve
diisik dereceli ates gozlenir. Niitrisyonel durum bozulmaz. Ulseratif kolit hastalarinin
yaklasik %10’unda toksik megakolon goriiliir (15). Hastalarin %90’inda acil cerrahi girisim
gerekir ve mortal seyredebilir. Serbest perforasyon iilseratif kolit hastalarinin yaklagik
%?2’sinde goriiliir ve genellikle toksik kolit veya megakolon ile baglantilidir (16). Ulseratif
kolit hastalarinda kanser goriilme prevelanst %3.5 civarindadir (17). Hastaligin siiresi ve
yaygmligr arttik¢a risk faktorii artar. Yaygimn koliti olan hastalarda kolorektal kanser riski
normal popiilasyona gore 19 kat artmistir. UK’de de EIS bulgular1 goriiliir. Bu belirtiler tipik
olarak hastaligin aktif oldugu donemde meydana gelir. Crohn hastaligina gore daha az siklikla
goriiliirler ve cogunlukla kolon tutulumuyla baglantilidir. En sik kas iskelet sistemi tutulumu

goriiliir.

Tablo 3. Ulseratif Kolit Hastaliginin Klinik Belirtileri (14)

Klinik belirti Goriilme sikhg
Kanli-mukuslu ishal %79

Karin agrisi %71

Rektal kanama %55

Kilo kayb1 %18

Tenezm %16
Bulanti-kusma %14

Ates %11

Kabizlik %35




Tablo 4. Ulseratif Kolit’de EIS Tutulumu (14)

Ekstra Intestinal Sistem |Ekstra Intestinal Hastalik

Kas. lskelet Periferal artrit Ankilozan spondilit Sakroileit Hipertrofik
osteoartropati Osteoporoz

Cilt Eritema nodosum Pyoderma gangrenosum

. Primer sklerozan kolanjit Kolelithiazis Hepatosteatoz

Hepatobilier .. )
Kolanjiosarkom

Giz Konjunktivit Irit Episklerit Uveit

Pankreatik Albout ve kronik pankreatit

Uriner Pyelonefrit

Hematolojik Tromboemboli, Anemi

Pulmoner Kronik bronsit

Nisrolojik Optik nérit

Kardiyak Perikardit, Myokardit

2.2. Epidemiyoloji

Crohn hastalig1 ve Ulseratif kolit ABD’de yaklasik olarak 1.4 milyon, Avrupa’da ise
2.2 milyon insam etkisi altina almistir (2). inflamatuvar bagirsak hastaliklarmin Kuzey
Amerika ve Avrupa’daki insidanst 100.000°de 5, prevelansi ise yaklasik olarak 100.000°de
50°dir. Son zamanlarda iIBH nin insidans ve prevalansi, daha dnce sik goriildiikleri bolgeler

olan Kuzey Amerika ve Avrupa’da stabil seyrederken, nispeten goriilme sikliginin daha az

oldugu bolgeler olan Giiney Avrupa ve Asya’da artisa gegmistir (3,4).

Ulseratif kolit siklig1 dzellikle Japonya, Giiney Kore ve Singapur’da belirgin olarak
artmistir (18,19). Her iki hastalik da yahudi irkinda ve beyaz irkta sik goriiliir. ABD’de her iki

hastalik siyah irkta, beyaz irka gore iki ile bes kat arasinda daha az goériilmektedir (7).
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Sekil 2. IBH nin Epidemiyolojisi (20)

2.3. Etyoloji ve Patogenez

Yapilan bir ¢ok ¢aligmaya ragmen inflamatuar bagirsak hastaliklarinin etyolojisi ve
patogenezi tam olarak anlasilamamis ve aydmlatilamamigtir. Ancak olasilikla; gevresel ve
genetik faktorlerin yol agabilecegi bozulmus immiin sistem regiilasyonu, gastrointestinal (GI)
limen florasindaki mikroorganizmalara ve diyetle alinan antijenlere bagli anormal
gastrointestinal (GI) liimen ile ilgili faktorler ve liiminal faktorlerin bagirsak mukozasina
penetrasyonuna izin veren defektif gastrointestinal mukozal bariyer varligi gibi bir ya da daha
cok faktorle beraber etkili oldugudur (21).
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Sekil 3. IBH nin Etyolojisi (22)

Inflamatuar bagirsak hastaliklarmin genetik bir temele dayanabilecegi ongoriilmiistiir.
Crohn hastalig1 gelisiminde genetik faktorler Ulseratif Kolit’e gore daha énemlidir. Birinci
derece akrabalari arasinda inflamatuar bagirsak hastaliklari bulunan kisinin hastaliga
yakalanma riski 30-100 kat yiiksek ve hastalarin yaklagik %15'inin birinci derece
akrabalarinda inflamatuar bagirsak hastaliklart mevcuttur. Yine monozigotik ikizlerde
dizigotik ikizlere gore inflamatuar bagirsak hastaliklarinin daha ¢ok goriildiigii bulunmustur.
HLA DR-2, DR-B1*0103 doku grubu antijenleriyle iilseratif kolit arasinda ve DQB1*4 ile
CH arasinda pozitif korelasyon oldugu calismalarla desteklenmistir. Yine Ulseratif Kolit’e
siklikla eslik eden periniikleer boyali antinédtrofil stoplazmik antikor (pANCA)’un genetik
olarak gegebilecegi diistiniilmiistiir (7).

Birgok c¢evresel faktor inflamatuar bagirsak hastaliklar1 patogenezinde suglanmis,
ancak bunlarinhigbiri kesin olarak kanitlanamamaistir. Rafine gida, asir1 karbonhidrat, nisasta
ve yag alimu, lifli gida ile beslenme, kahve, alkol, tahil, hububat ve anne siitiiniin etiyolojideki

islevine ait geliskili kabul edilen bulgular mevcuttur. Sigara Ulseratif Kolit’da koruyucu,



Crohn Hastaligi’da ise uyarici ve alevlendirici etkilidir. Yine oral kontraseptif kullananlarda
Crohn hastaligi siklig1 yiikselmistir. Nonsteroid antiinflamatuvar ajanlarin ve psikolojik
stresin hastalig1 alevlendirdigi ya da siddetini arttirdig1 bildirilmistir. Kizamik enfeksiyonu ve
asisinin crohn hastaligi riskini artirdigi one atilmistir. Yine Ulseratif Kolit’da E. coli ve Crohn
Hastaligi’nda M. paratuberkiilosis etyolojik ajan olarak gosterilmistir (23,24). Normal
kosullarda bagirsak liimeni ic¢indeki antijenik yiikk ile mukozal immiin sistem arasinda
fizyolojik sinirlar igerisinde bulunan siirekli bir inflamasyon vardir. Inflamatuar bagirsak
hastaliklar1 ise bu durumun abartilmis seklidir. Genetik ve ¢evresel etkenlerle hassas hale
gelmis ve permeabilitesi artmis bagirsak mukozasina tetikleyici ajanin niifus etmesiyle
inflamasyon baglar. Bu antijenler, makrofajlar vasitasiyla mukozal T lenfositlerine sunulur ve
inflamasyonu alevlendirecek olan birgok sitokin salgilanir. Crohn Hastaligin’da interlokin
(IL) 1, IL-2, TNF-a, interferon-y gibi daha ¢ok T helper-1 (Th) tipi sitokinler salgilanirken,
Ulseratif Kolit’de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 gibi Th-2 tipi sitokinler salgilanir. Ancak UK ve
CH’da hem Th-1 ve hem de Th-2 tipi sitokinler degisik oranlarda yiikselmislerdir. Th-2
sitokinler B lenfositlerini uyararak asir1 miktarda IgG salgilanmasina yol agar. Artmis IgG
kompleman ve fagositlerin aktivasyonuna neden olarak inflamasyonu daha da etkili hale
getirir. Ortamda bulunan IL-8 notrofilleri aktif hale getirir ve bdylece ortaya ¢ikan reaktif
oksijen tiirleri (ROT) ve baslica interferon-y ve TNFa gibi inflamatuvar sitokinler mukozal
hiicreleri zarara ugratirlar. Yine siklooksijenaz 1 yoluyla iiretilen 16kotrien B4 kemotaksisi
artirarak inflamasyonun artmasini saglar. Defans mekanizmalar olarak prostoglandin E2,
nitrik oksit ve transforme edici biliylime faktorii (TGF) salgilanir. TGF artis1 ise epitel
hiperproliferasyonuna ve malignite riskinde artisa yol agar (7,21,23-25).
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Sekil 4. Th1 ve Th2 aracili sitokin profilleri ve immun yanitlar (21)
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Sekil 5. IBH’ nin Patogenezi (26)

2.3.1. Cevresel Faktorler

Ulseratif kolitin ortaya ¢ikma sikhiginin gelismis iilkelerde gelismemis iilkelere gore
daha az olmasi hastaligin etiyolojisinde ¢evresel faktorlerin islevini desteklemektedir (27,28).
Cevresel faktorler arasinda sigara, stres, oral kontraseptif kullanim1 ve beslenme sayilabilir
(29). Sigara crohn hastaliginda risk artirict olarak etki gosterse de, iilseratif kolitde koruyucu
etkiye sahip oldugu bildirilmistir (29-31). Sigara igmenin hastalik {izerindeki koruyucu etki
mekanizmasi tam olarak aydinlatilmamis olmasina ragmen (32), sigara i¢imi sirasinda ortama
salinan maddelerin hiicresel ve hiimoral immiin sistemi etkiledigi, kolondaki mukus salgisini
artirdigt ve proinflamatuvar sitokinlerin iiretimini azalttigit ve makromolekiilere karsi
intestinal gecirgenligi modifiye ettigi belirtilmistir. Nikotinin Th2 hiicrelerinin fonksiyonlar
iizerinde inhibitdr etkisi oldugu kabul edilmekle beraber (29,33) Ulseratif kolit tedavisinde
plesabodan daha aktif oldugu gosterilmistir (32).

Ulseratif kolitin baglamasinda ve aktivasyonunda stresin etkili oldugu gozlenmistir

(32,34). Hastalik 1950°1i yillarda psikosomatik hastalik olarak tanimlanmis ve depresyondaki
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insanlarin hastalik bakimindan daha ¢ok risk tasidigi ortaya atilmistir. Psikondroimmunolojik
caligmalar ile davraniglarin ve duygularin inflamasyonu ve immiin sistemin etki edebilecegi
anlasilmistir. Akut stresin immiin sistemi etkileyerek inflamasyon gelisimine yol actigi
belirtilmistir (29). Oral kontraseptif kullanimi crohn hastaligi i¢in risk faktorii tasirken
tilseratif kolit iizerindeki etkisi tam olarak belirlenememistir (31). Bu yolla olan dogum
kontroliiniin tilseratif kolit relapslarini etkileyebilecegi bildirilmistir (29). Beslenme ve diyetin
de hastalikta etkili oldugu bilinmektedir. Siit {iriinlerinden zengin diyet ve lifli besinlerden

fakir bir beslenmenin iilseratif kolit relapslariyla baglantili oldugu goriisii daha ¢oktur (29).

2.3.2. Genetik Faktorler

Ulseratif kolitte genetik faktorlerin etkinligini destekleyen veriler arasinda; hastaligin
insidansinin Musevilerde Musevi olmayanlara gore, beyaz irkta siyah irka gore yiiksek
olmasi, birinci derece akrabalarda goriilme sikliginin %10 olmasi ve monozigot ikizlerde
hastaligin insidansinda artis gézlenmesi sayilabilir (27,31).

Genetik faktorlerin etkisini destekleyen nitelikte olan bu bulgulara ragmen hastaligin
etiyolojisi spesifik bir gene dayandirilamamakla birlikte, HLA gen allelerinin etkisinin
olabilecegi diisiiniilmektedir (27,28,31). Ulseratif kolitte DR2 allelleri, artmistir. UK’li
hastalarin pankolitle seyreden hastalarinda ve ekstraintestinal belirtileri olan hastalarda HLA
DRB1*0301 alleli kontrole gore artmis sekilde bulunmustur (28,31).

Yapilan deneysel calismalar “coklu diren¢ geni 1”den (multi drug resistance gene 1)
[MDR1] yoksun olan ratlarda kolit gelistigini gostermistir. MDR1 geninin iki polimorfunun
(C3435T ve G2677T/C) iilseratif kolit ile ilgili oldugu anlasilmistir. insan MDR1 geninden
kodlanan p-glikoproteinin (Pgp) ksenebiyotiklere karsi bariyer olusturdugu bilinmektedir.
Ayrica bu gen polimorfizimi diisiik protein ekspresyonuna yol agmasindan dolay: intestinal
bakterilere kars1 kritik 6nem tasimaktadir (29). Oteyandan ise immiinoregiilatér genlerinde

kolonik inflamasyona da etkili olabilecegi diistiniilmektedir (28).

2.3.4. immunolojik Faktorler

Gastrointestinal sistem normal sartlar altinda “kontrol altindaki inflamasyon”
halindedir. Immiin ve inflamatuvar fonksiyonlar1 diizenlemek icin sitokinler araciligi ile sabit

bir hiicreler arasi iletisim ag1 vardir.
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Inflamatuvar barsak hastalikl1 bireylerde, proinflamatuvar sitokinlerin diisiik seviyede
ekspresyonunaya daregiilator veya anti-inflamatuvar sitokinlerin  diisiik  Seviyede
ekspresyonuna bagli olarak hemostaz bozulmustur (29,35). Inflamatuar bagirsak hastalarinda
CD4+ T lenfosit hiicreleri mukozada, bunlarin salgilamis olduklar1 sitokinler de hem
mukozada hem de periferik kanda yiikselmistir (28,31,36). Crohn hastaliginda yardimci T
lenfositleri 1 (Thl) hiicreleri aracili etkilerin olustugu bilinirken iilseratif kolitte ise yardimci
T lenfositleri 2 (Th2) hiicre profili vardir (31,37,38). Ulseratif kolitli hastalarda Th2
lenfositlerinin salgilamis oldugu IL-4, IL-5, IL-10 gibi proinflamatuvar sitokinlerin doku
konsantrasyonlarinin daha fazla oldugu gosterilmistir (39).

Normal kosullarda besinlerden alinan toksinler, eksojen kaynakli Sallmonella, Shigella
gibi patojen bakteriler veya endojen flora bakterileri 6zellikle bakterioid suslari inflamasyon
cevabini baglatabilecek bakterilerdir. Normal kosulde bulunan barsak liimeni bu yabanci
antijenlere kars1 bariyer islevi goriir ve inflamasyon baskilanir. Inflamatuar bagirsak
hastalarinda inflamasyon kaskadinin regiilasyonunda defeket oldugu diisiiniilmektedir (31).
Bunun sonucu olarak da inflamasyon baskilanamayip artarak siirer ve barsak dokusunda hasar

olusur.

2.4. Kolitte Laboratuvar

Ulseratif ~ kolitte anormal laboratuvar verileri hastalik igin spesifik olmasada
hastaligin sistemik tutulum seviyesini belirler. Hastaligin hafif seyrettigi donemde
hematokrit, sedimantasyon ve albumin diizeyi normaldir (32). Hastaligin aktivitesinin arttig1
agir vakalarda sedimantasyon yiiksekligi, Fe eksikligi, diisiik hemoglobin seviyesi, anemi,
16kositoz, trombositoz ve CRP (C-reaktif protein) yiiksekligi gozlenir (28,31,40,41). Protein
kaybettiren bir hastalik oldugu i¢in serumda albumin seviyesi diiser (6zellikle pankolitte)
(28,31). Agir vakalarda ise hipokalemi gelisir (31). Hastalikta sklerozan kolanjit gelismis ise:
alkalen fosfataz (ALP), gama gulutamil transpeptidazda (GGTP) ve biliribunde artis gozlenir
(31). Son zamanlarda iki serolojik belirte¢ iilseratif kolit ve crohn hastaligi i¢in anlamli
bulunmustur. Bunlar periniikleer antindtrofil sitoplazmik antikor (p(ANCA)) iilseratif kolitte,
anti Saccharomyeceses cerevisiase antikor (ASCA) ise crohn hastaliginda daha yiiksek
oranlarda pozitif bulunmustur (28,31). Aktif ilseratif kolitli hastalarin diskisinin makroskobik
arastirilmasinda ya tiimiiyle kirmizi kandan olugsmus metaryal ya da taze kan, mukus ve piiyle
karismis az miktarda digki parcalari goriiliir. Mikroskobik arastirmada ise bol lokosit ve

eritrosit bulunur. Ayirict tani agisindan diski Entoameoba histolytica trofozoidleri ve kistleri,
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Echericia coli, Sallmonella, Shigella incelenmelidir. UK gaita kiiltiiriinde Clostridium difficile
toksini negatiftir. Gaita Cytomegaloviriis (CMV) ve Herpes simplex viriisleri agisindan da
dikkatli arastirmalar yapilmalidir (31,40,41).

Ulseratif kolit tamisini koymada faydalanilan en &nemli yontemlerden biri de
endoskopik incelemedir. Endoskopik inceleme ile mukozal lezyonlari tanimak, histopatolojik
inceleme igin biyopsi almak, iilseratif koliti crohn hastaligindan ayirmak ve hastaligin tuttugu
bolgeleri saptamak miimkiindiir (40,41). Ulseratif kolitin erken donemindeki endoskopik
bulgular arasinda; mukozada kapiller damarlarin goriilmemesi, O6dem, hiperimi ve
dokunmakla kanama (irrabilite) sayilabilir (34,40,41). Hastaligin ciddiyeti ve inflamasyon
artikca mukoza yiizeyinde ekszidasyon, graniiller tarzda engebeli goriiniim, kendiliginden
spontan kanamalar, toplu igne iilserleri belirlenirken daha agir olgularda ise daha yogun ve
yaygin llserler bulunur ve bu alanlarda inflamatuvar pseudopoliplerede rastlamak
miimkiindiir (40,41). Hastalarda iilseratif kolitte kolonun tutulum yerini saptamak igin
kolonoskopik incelemeden yararlanilir. Kolonoskobik inceleme sirasinda tutulum olan ve
olmayan boélgelerden biyopsi numuneleri alinmalidir ve kanser ve displazi yoniinden
incelenmelidir (40).

Hastalikta endoskopinin yan1 sira radyolojik tetkiklerden de yararlanilir. Agir ataklarla
takip eden iilseratif kolitte ayakta ¢ekilen diiz karin grafisi kolon limeninde bulunan gazlarin
durumu, kolon duvarinin kalinlig1 ve transvers kolondaki liimenin ¢apt hakkinda bilgi verir.
Diiz karin grafisi hastaligin iki ana komplikasyonu olan toksik megakolon ve perforasyon
tanisinda yardimer olur. Kolon ¢apmmimn 6 cm’den fazla oOlgiilmesi toksik megakolonu
gosterirken, diyafram altinda bulunan serbest hava perforasyonu gosterir (28,31,40,41,42).
Diger radyolojik yontemler ise baryum lavmami ve baryumlu kolon grafisidir. Baryum
lavmani ile mukozal degisikler saptanabilir (31). Baryumlu kolon grafisi darliklar sebebiyle
kolonoskobik arastirmanin yapilamadigi olaylarda uygulanir. Kolon grafisinde mukoza
ylizeyinde graniiler goriinlim, kiiciik tlserlere ait dikensi c¢ikintilar, poliploid lezyonlar
goriiliirken, daha ileri sathalarda haustra kaybi, liimen ¢apinda daralma, kolonun kisalmasi ve
kursun boru manzarasi gozlenir (27,31,40).

Histopatolik bulgular ilseratif kolitin alevlenme ve remisyon donemlerinde
farkliliklar gosterir. Etkili oldugu donemde mukozada yaygin lenfosit ve plazma hiicre
infiltrasyonu ile birliktekapillerlerde konjesyon mevcuttur. Kript limeninde nétrofil
polimorflar1 goriiliir, bunlar kript abselerini olusturur. Kript abseleri iilseratif kolit igin
spesifik olmasada dikkat ¢ekicidir. Kriptlerin tahrip olmasi mukozada iilserlere neden olur.

Hastaligin etkili oldugu doneminde bu iilserler submukozaya kadar iner. Kriptlerde goblet
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hiicreleri kaybolur, distorsiyon ve dallanmalar goriiliir. Hastalik etkinligini kaybettik¢e kript
abseleri geriler, goblet hiicreleri tekrar goriinilir ancak kriptlerin distorsiyonu diizelmez, bazi
kriptler tamamen yok olurken bazilarininda dallanmalarinda kisalma gozlenir (27,28,40).
Ulseratif kolit intestinal ve ekstraintestinal komplikasyonlara sahiptir (31). Intestinal
komplikasyonlarin en 6nemlileri: Toksik megakolon, perforasyon, striktlir, masif kanama,

adenokarsinomlar, ender olarakta darlik, abse, pseudopolipler sayilabilir (31,34,41).

2.5. Kolit Tedavisi

Ulseratif kolitli hastanin tedavisi hastaligin klinik derecesi ve tutulum yerine gore
degiskenlik gosterir (40). Medikal tedavideki ana hedef akut ataklarin azaltilmasi, niikslerin
onlenmesi ve hastaligin remisyona sokulmasi ve de remisyonun devamliliginin saglanmasidir
(34,40,43). Giiniimiizde halen hastaligi tamamen iyilestirici ve yenilenmesini engelleyen
tedavi bulunamamustir (43). Bunun nedeni hastaligin kesin etkeninin tam olarak
saptanamamig olmasidir.

Ulseratif kolit tedavisinde en c¢ok kullanilan ilaglar arasinda aminosalisilatlar ve
kortikosteroidlerdir. Bu ilaglar uygulanarak yapilan tedavilerde olumlu yanit alinamayan
hastalarda gii¢li immiinomodiilatér olan siklosporin kullanilmaktadir (40,42). Hastalik
tedaviside ayrica antibiyotikler, nutrisiyonel tedaviler, destekleyici bitkisel tedaviler ve
probiyotikler kulanilmaktadir (42) ve alternatif tedaviye yonelik incelemeler halen devam
etmektedir. Ilaglar oral, parenetral veya rektal lavman biciminde uygulamir (43). llag

tedavisinin yetersiz kaldigi durumlarda cerrahi tedaviye yonelinmektedir (40).
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Sekil 6. Kolit Tedavisi (44)
2.6. Deneysel Kolit Modeli

Ulseratif kolitin yol actig1 etmen kesin olarak bilinmediginden hastalikta kullanilan
tedaviler etkeni ortadan kaldirmaya yonelik degilde daha ¢ok inflamasyonu engellemeye
yoneliktir. Bu hastaligin kesin tedavisi ve etkenin arastirilmasi i¢in birgok deneysel
aragtirmalar yapilmaktadir. Bu nedenle yapilan deneysel arastirmalarda kullanilmak tizere
farkli deneysel kolit modelleri gelistirilmistir. Deneysel modellerin morfolojik degisiklikler,
inflamasyon ve semptomlar agisindan insandaki kolite benzemesi hedeflenmistir (43,45,46).
Deneysel kolit igin kullanilan hayvan modelleri; spontan modeller, ekzojen ajanlarla
indiiklenen modeller, genleri hedefleyerek olusturulan modeller ve immiin defisitli hayvanlara
0zel hiicre popiilasyonlarinin nakledildigi transfer modelleri olmak iizere 4 grupta toplanir.
Bu modeller akut veye kronik intestinal inflamasyon igin kullanilabilir; ancak hi¢ biri
insandaki inflamatuar bagirsak hastaligini tam olarak temsil etmez.

Spontan modellere 6rnek olarak kopekler, domuzlar, atlar ve sigirlarda spontan olarak
olusan kolit lezyonlar1 bildirilmekle birlikte bunlardan hi¢ biri daha sonraki arastirmalarda
hayvan modelli olarak kullanilamamislardir. Dogal olarak mevcut olan ve insandaki
inflamatuvar hastaliga benzerligi ile dikkat ¢eken fakat pahali bir model olmasindan dolay1

tizerinde fazla calisma yapilamayan yeni diinya pirimatlarindan Saguinus oedipus (ipek
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maymunu) ve jiivenil makak maymunlaridir. S. oedipusun hastalig1 sulfasalazin tedavisine
olumlu cevap vermektedir. Tekrar ayni tiir ile yapilan caligmalar ilseratif kolitin otoimmiin
bir etiyolojisi oldugunu destekler haldedir. Fakat pratik olmayan bu model ile ¢ok diisiik
sayida arastirma yapilabilmistir (43,47,48).

Ekzojen ajanlarla olusturulan kolit modelerine carrageenan (kirmizi deniz yosunu
ekstrat1) modeli, peptidoglikan- polisakkarit (PG-PS) modeli, dekstran sodyum siilfat (DDS)
modeli bakterilerle indiiklenen modele 6rnektir. Carrageenan modelinde kobaylarin igme
suyuna degrade olarak verilen carrageenan soliisyonu ile histolojik agidan iilseratif kolite
benzeyen bir kolit modelli elde edilmis bdylece gram negatif anareob bakterilerin bu
lezyonlarin gelisiminde gorev aldigr goézlenmistir. Diger bir bakteriyal modelde
peptidoglikan- polisakkarit kompleksi igeren streptekok hiicre duvari fragmanlarinin bagirsak
duvarma direk enjeksiyonudur. Bu model ratlarda uzun siireli graniilamat6z inflamasyona
sebep olur ve steril ratlarda sistemik immiin yanit aktivasyonuna yol agtigindan bakterilerin
GIS immiin sistem modulasyonuna etkisini arastirmak agisindan iyi bir modeldir (45,47).

Asetik asit (AA), dekstran sodyum siilfat (DDS) ve trinitrobenzensulfonik asit (TNBS)
gibi kimyasal ajanlarlada indiiklenen kolit modelleri gelistirilmistir. Bu kimyasallar
kroniklesebilecek bir inflamatuvar reaksiyonu baslatma etkisine sahiptirler. Intrakolonik
olarak AA ve TNBS/etenol verilmesi veya igme suyuna DDS eklenmesiyle olusan hasarlar
icin ayn1 mekanizma ve histolojik olaylar gegerlidir (45). Asetik asit modeli inflamatuar
bagirsak hastaliginin akut kolit modelidir. Uygulamada kolit olusturmak i¢in pH:2.5 , %4'lik
asetik asitten 1 mL intrarektal yoldan verilmesi ile olugturulur. Kolonik inflamasyon hizli bir
sekilde gelisir. 2.glinde maksimum iken 4.glinden itibaren inflamasyon gerilemeye baglar
(49).

DDS ile yapilan kolit modelinde de kronik bir hastalik modeli ortaya koyar. Ratlarda
kolonik inflamasyon %3 'liik dextran siilfat solusyonu (DDS) ile bes giinliik bir beslenme
sonrasinda olusturulur. Kolit esnasinda rejenerasyon siiresi haftalar aldigi i¢in kronik
iyilesme ve bozulan rejenerasyon mekanizmasini aragtirmada kullanilabilecek bir modeldir
(45,49).

Diger birkronik modelde TNBS modelidir. Burada kolonik hasar, bariyer kirici
etanol ve TNBS karistminin intrarektal verilmesi ile olusturulur. Uygulamada kolit
olusturmak ig¢in trinitrobenzene sulfonik asit'in (%50 etanol i¢inde 30 mg TNBS olacak
sekilde) intrarektal verilmesi gereklidir (45,49).

Immiin modeller immiin sisteme yapilan miidahaleler yoluyla olusturulmaktadir.

Dinitroklorobenzen (DNCB) kolit modeli ile kobay kolonunda lokal, gecikmis tip
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hipersensitivite reaksiyonu sonucu olusan ve T lenfosit bagimli immun bir kolit modeli
gelistirilir. Kobaylara 3 giin siire ile dinitroklorobenzene (DNCB, 50 pL, %2.5 etanol
soliisyonu) ile cilt sensitizasyonu uygulanir. 10giinliik aranin sonunda 3 giin siire ile
intrarektal yoldan 1 mL % 1 'lik DNCB verilerek daha once tarif edildigi bicimde kolit
modeli olusturulur (49). DNBC verildiginde olusan {ilserasyon, kript abseleri ve graniilosit
infiltrasyonu UK’daki tabloya benzemektedir (47).

Genetik yontemlerle olusturulan modelerde IL-2, IL-10 ve bazi T hiicre reseptorlerini
kodlayan genlere yonelik delesyonlarla ratlarda spontan kronik intestinal inflamasyon
olusturulmustur. HLA-B27 modeli ve insan -2 mikroglobulin genlerinin ratlarda
ekspresyonu ile olusturulan transgenik hayvan modelinde genlere miidahale ile olusturulan
modellerdendir (45).

Bir modelin kullanilabilir olabilmesi i¢in ¢esitli hayvan tiirlerinde kolay uygulanabilir
ve yenilenebilir olmasi, tahmin edilebilen bir inflamasyon gelisim siirecine sahip olmasi ve
olusturdugu klinik tablonun terapotik yanit ve inflamatuvar mediyator profili agisindan
inflamatuar bagirsak hastaligi ile benzerlik gostermesi gerekmektedir (45).

Olusturulan deneysel kolit modelleri ¢ok sayida olmakla birlikte insandaki iilseratif
kolit morfolojisine tam olarak benzememektedir. Kolon immiinolojik hasar modelli dikkate
almarak TNBS modelli gelistirilmistir. Bu model insandaki inflamatuar bagirsak hastaliginda
klinik ve histopatolojik yonden uygunluk sagladigi i¢in kronik kolon inflamasyonunun

etiyopatolojisini agiga ¢ikarmakta oldukga uygulanabilir bir modeldir (43).

2.7. Serbest Radikaller

En dis orbitalde bir veya daha fazla eslesmemis elektron tagiyan atom veya molekiile
serbest radikal denir. Son orbitadaki bu eslesmemis elektrona bagli olarak, bu atom veya

molekiil reaktif olup diger molekiiller ile reaksiyona girme egilimindedir (50-53).

Oksijen, dis orbitalde 2 tane eslesmemis elektronu ile biyolojik sistemlerdeki dnemli
bir serbest radikaldir. Oksijen ile reaksiyona giren molekiillerin olusturdugu serbest radikaller

de biyolojik sistemde 6nemli bir yere sahiptir (53) (Tablo 5).
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Tablo 5. Reaktif oksijen tiirleri (53)

Radikaller Radikal olmayanlar
Siiperoksid anyon radikali (02-) Hidrojen peroksid (H202)
Hidroksil (HO") Singlet oksijen (*02)
Peroksi(ROO") Ozon (03)
Alkoksil (RO") Hipokloroz asit (HOCI)
Nitrik oksit(NO") Lipit hidroperoksid (LOOH)
Semikinonon radikali (HQ") Peroksinitrit (ONOQ )
Hemoproteine bagli serbest radikaller Azot dioksit (NO2)
Organik radikaller (R") N-halojenli aminler (R-NH-X)
Organik peroksid radikali (RCOO) Hipohaloz asid (HOX)

Normal kosullar altinda mitokondrial elektron transport sisteminde oksijene dort

elektron eklenerek suya (H,0) indirgenir.

(02 + 4e + 4H => 2H,0)

Ancak IRH durumunda sadece bir elektron ( e ) transferi ile tek degerli indirgenme
olur ve oldukca reaktif serbest oksijen radikalleri (SOR) meydana gelir. Bunlar siiperoksid
anyonu (O3 ), hidrojen peroksid (H,0), hipoklorit asit (HOCI) ve hidroksi (OH ) radikalidir.
Yapilan ¢aligmalarda serbest oksijen radikallerinin reperfiizyonun ilk birka¢ dakikasi i¢inde
en fazla iretildigi dolayisiyla reperfiizyon hasarinin en fazla erken donemde oldugu

gosterilmistir (54).

Molekiiler oksijen her asamada indirgenerek yukarida tanimlanan reaktif oksijen
metabolitlerinin olusumuna yol agar. O, tek basina hiicre yikimina neden olan reaksiyonlari
baslatabildigi gibi, esas olarak daha reaktif oksijen radikallerinin olusumuna yol agarak hiicre
toksisitesinde rol oynamaktadir.

Bu tiirler arasinda en sik karsilasilanlar ise:

2.7.1. Siiperoksid radikali (0,")

Zayif reaktif bir serbest radikal olan siiperoksid anyonu molekiiler oksijenin bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu meydana gelir. Siiperoksid olusumu 6zellikle mitokondri
i¢ zarindaki solunum zincirinde elektrondan zengin aerobik ortamda spontan olarak meydana

gelir. Siiperoksid radikali ksantin oksidaz ve bir grup flovoenzimler tarafindan
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olusturulmaktadir. Diger siiperoksit iireten enzimler lipooksijenaz ve siklooksijenazdir.
Fagositik hiicrelerin NADPH bagimli oksidaz enzim kompleksi fazla miktarda siiperoksit
radikali olusturmaktadir. Iki molekiil siiperoksit molekiilii siiperoksid dismutaz (SOD)

tarafindan hizla hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniistir (52).

1. H,0, ile tepkimeye girerek hidroksil radikali (OH') ve singlet oksijen (*O,)

olusturabilir.

0, + H,0, » '0,+O0OH +OH

2. Hidroksil radikali ile tepkimeye girerek singlet oksijen yapimina neden olur.

0> + OH’ . 0, + OH"

Serbest radikallere kars1 organizmanin uzun siireli korumasiz kalmas: bu maddelerin
diisiik konsantrasyonlarinin bile biyolojik agidan énemli molekiillerin tahribati ile sonuglanir

ve sonugta DNA' da mutasyona, doku tahribatina ve hastaliklara yol agar.

SOD
0, +2H* > H,O, + O,

2.7.2. Hidrojen peroksit

Hidrojen peroksit iki yol ile olusur

1- Oksijenin iki elektronla indirgenmesi sonucu H,O, ortaya ¢ikar.

0, +e-+ 2H* > H-0-

2-Biyolojik sistemlerde siklikla goriilen siiperoksidin iiretimi yoluyla olugsmaktadir
ve boylece iki siliperoksid anyon radikali birbiriyle, hidrojen peroksit ve oksijeni verecek

sekilde reaksiyona girerler (55).

02_ + 2H+ > H202 + 02
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Stiperoksit radikallerinin temizlendigi bu tepkimeye dismutasyon tepkimesi denir. Bu
reaksiyon SOD tarafindan veya spontan olarak olusabilir. H,O; bir serbest radikal degildir,
fakat biyolojik membranlara kolaylikla girebilmesinden dolayr olduk¢a dnemlidir. Notrofil
fagozomlarinda bulunan myeloperoksidaz enzimiyle ¢ok reaktif serbest oksijen radikali olan

HOCI olusumuna sebep olur.

H* + Cl - + H,0, » HOCI + H,0

H,0; gecis metallerinin varliginda en 6nemli serbest oksijen radikali (SOR) olan OH'
radikalinin olusumunu saglar. H,O,'nin diger 6nemli bir gorevi de hiire i¢i sinyal molekiili
olarak rol almasidir. HO; olustuktan sonra katalaz, glutatyon peroksidaz ve

peroksiredoksinler adinda {i¢ enzim sistemi tarafindan uzaklastirilir (56).

2.7.3. Hidroksil radikali (OH)

(OH) biyolojik sistemlere diger SOR' den daha fazla hasar veren, biyomolekiillerle

reaksiyona girebilen gii¢lii bir radikaldir. Olusmas1 i¢in ortamda ge¢is metalleri gereklidir
(56).

Demir (Fe) katalizli - Haber Weiss reaksiyonu (Fenton Reaksiyonu)

Fe*? + H,0, » Fe>+ OH +OH

Katalize olmayan Haber Weiss reaksiyonunda ise, siiperoksidin direk olarak hidrojen

peroksitle reaksiyona girmesidir.

0O, + H,0, » OH +OH + O,

OH' radikali canli hiicrelerde bulunan biitiin molekiillerle reaksiyona girebilmektedir.
Lipit peroksidasyonunu baslatabilir, DNA iplik¢iklerinde kirtlmalara neden olabilir ve hemen

her organik molekiilii, ayrim yapmadan okside edebilir (52,55).
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2.7.4. Singlet oksijen

Enerji absorbsiyonu ile oksijenin paylasilmamis dis elektronlarin1 degistirerek ayni
veya farkli orbitale yerlesebilirler. Uyarilmis haldeki bu oksijene singlet oksijen denir.
Reaktif olmayan ancak reaktif oksijen radikallerinden biri olan singlet oksijen DNA, RNA,
proteinler, lipitler ve sterolleri kapsayan ¢ok sayida biyolojik hedeflerle reaksiyona girerek

hiicrede zararl etkilere sebep olur (57,58).

2.8. Serbest radikallerin biyolojik hedefleri

Serbest radikaller hiicre ve dokularda bircok zarara yol agmaktadir. Bu zararlar soyle

siralanabilir:

1. DNA' nin tahrip olmasi,

2. Niikleotit yapilt koenzimlerin yikimi,

3. Lipid peroksidasyonu zar yapisi ve fonksiyonunun degismesi,

4. Enzim aktivitelerinde ve lipit metabolizmasindaki degisiklikler,

5. Protein ve lipitlerle kovalan baglantilar yapmasi,

6. Zar proteinlerinin tahribi, tasima sistemlerinin bozulmast,

7. Seroid ve yas pigmenti denilen baz1 maddelerin birikimi,

8. Proteinlerin tahrip olmasi ve protein dongiisiiniin artmast,

9. Tiollere bagimli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarinin bozulmasi, hiicre ortaminin

tiol/distilfit oraninin degigmesi,

10. Kolojen ve elastin gibi uzun Omirlii proteinlerdeki oksido-rediiksiyon olaylarinin

bozularak kapillerlerde aterofibrotik degisikliklerin olugmast,

11. Mukopolisakkaritlerin yikimi seklinde 6zetlenebilir (59).
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2.8.1. Membran lipidlerine etkileri

Lipid peroksidasyonunda, hiicre membran fosfolipidlerindeki poliansatiire yag asidi
(PAYA) ile oksijen radikali, lipit hidroperoksitlerini olusturmak icin reaksiyona girer.
Peroksidayon siddeti, lipidlerin doymamislik derecesi ile orantili olarak artar. PAYA' larin
oksitlenmesi ile yag asidi radikali olusur. Buna oksijenin eklenmesi ile lipid peroksi radikali
olusur. Peroksi radikali zincir reaksiyonunun tasiyicisidir. Eger E vitamini ve/veya erdostein

gibi bir antioksidan tarafindan 6nlenmezse komsu PAY A molekiillerini okside eder (60).

Bu durumda yeni radikallerin ve toksik aldehitlerin olusmasina neden olan lipid
hidroperoksitleri meydana gelir. Lipid peroksidasyonu membran yapisina ve diger hiicre
bilesenlerine zarar verir. Membran gecirgenligi ve membran akigkanligi ciddi sekilde
etkilenir. Lipid peroksitlerinin yikimindan olusan iiriinlerden biri malondialdehittir (MDA).
Bu, protein ve fosfolipidlerle capraz bag ve polimerizasyon yaparak ozelliklerinin

kaybolmasini saglar.

MDA; deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin
agregasyonu gibi intrinsik membran 6zelliklerini degistirir. Hiicrenin her tarafina dagilarak,
ozellikle siilfidril igeren enzimleri inaktive eder. Niikleik asitlerle etkilesmeye girerek genetik
sifrede mutasyona yol acar. Sonug¢ olarak iyon transport bozukluklari, enzim aktivite

degisiklikleri, hiicre bilesenlerinin agregasyonu gibi degisiklikler ortaya ¢ikabilir (61,62).
Membranda lipid peroksidasyonu sonucu:

a- Membran transport sistemleri bozulur,

b- Hiicre i¢i ve hiicre dis1 iyon dengeleri bozulur,

c- Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu artar ve buna bagl olarak proteazlar aktive olur,

d- Hiicre i¢i organellerde olusan lipid peroksidasyonu ve litik enzimlerin salgilanmasina bagl

hiicre hasar1 gelisir.

2.8.2. Proteinlere etkileri

Proteinlerin  serbest radikallerden ne derecede etkilenecegi  aminoasit

kompozisyonlarina bagldir. Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, sistein gibi aminoasitler
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kolaylikla etkilenirler. Ciinkii doymamis bag ve siilfiir iceren molekiillerin serbest radikallerle
reaktivitesi yiiksektir. Etkilesim proteinlerin spesifik bolgeleri {lizerinde yogunlasmissa

hiicrenin canliligini olumsuz yonde etkileyebilir (52).

2.8.3. Niikleik asit ve DNA'va etkileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller DNA'y1 etkileyerek hiicrede
mutasyon ve dliime yol agarlar. DNA serbest radikallerden kolayca etkilenir. Ciinkii hidroksil
radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girebilir. Notrofillerden kaynaklanan
H,0,, membranlardan kolayca gecip hiicre niikleusuna ulasarak DNA hasari, hiicre

disfonksiyonu ve o6liime yol agabilir (59).

2.8.4. Karbonhidratlara etki

Ozellikle monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelir. Bir okzoaldehit olan glikozil, DNA ve RNA arasinda ¢apraz
bag olusturma Ozelliginden dolay1 antimitotik etki gosterir. Yine siliperoksit ve hidrojen

peroksitin in vitro olarak hyaluronik asidi par¢aladiklar1 gosterilmistir (62).
2.9. Antioksidan savunma mekanizmalari

Serbest radikallerin zararli etkilerine kars1 organizmada koruyucu mekanizmalar
vardir. Bu mekanizmalardan bir kismi serbest radikal olusumunu, bir kismi ise olusmus
serbest radikallerin zararli etkilerini 6nlemektedir. Bu islevleri yapan maddelerin tiimiine
birden genel olarak antioksidanlar denir. Antioksidan maddeler, serbest radikal olusumunu
engelleyerek, olustuklarinda onlar1 yok ederek, radikalleri kendilerine baglayip reaksiyon

zincirini kirarak, okside olarak zarar gdrmiis hiicresel yapilar1 onararak etki gosterirler

(59,63,64) (Tablo 6).
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Tablo 6. Antioksidan Tiirleri (63)

Enzimatik Antioksidanlar

Enzimatik clmayan antioksidanlar

Primer:

1-Vitamin E

1-Siuperoksid dismutaz

2-Vitamin C

2-Glutatyon peroksidaz

3-Flavonoidler

3-Glutatyon transferaz

4-Butillenmis hidroksianizol

4-Katalaz

5-Butillenmis hidroksitoluen

Sekonder:

6-Ebselen

1-NADPH-Kinon oksidorediktaz

7-P-karoten

2-Glutatyon S-transleraz

8-Ural

3-Epoksit hidrolaz

9-Seruloplazmin

4-Glukronil transferaz

10-Transferrin

5-Sulfonil (ransfleraz

11-Albumin

6-Glutatyon rediktaz

12-Haptoglobin

7-Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz

13-Likopen

8-6-fosfoglukonat dehidrojenaz

14-Metallotiyonein

9-1zositrat dehidrojenaz

15-Bilirubin

10-Okside glutatyon ve konjugat tasryicilan

16-Ubikinon

17-Deferoksamin

18-Melatonin

2.9.1.Enzimatik Antioksidanlar

2.9.1.1. Superoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksit radikalini hidrojen perokside doniistiiren
dismutasyon reaksiyonunda goérevli metalloprotein yapisinda enzimdir. Siiperoksitler, radikal
tepkimeleri baglatarak hidroksil radikali, singlet oksijen ve organik radikallerin olusumuna
neden olurlar. Radikal zincir tepkimelerinin baslamasi ile birlikte reaktif ve toksik etkili
radikallerin yapimi1 SOD tarafindan engellenir. Serbest radikallere karsi organizmada ilk
savunma SOD enzimiyle gerceklesir. Organizmada oksidan stresin arttigi durumlarda SOD
aktivitesi artarak koruyucu etkinligi siirdiirmeye calisir. Ozellikle diger enzimatik radikal

temizleyicilerin aktivitelerinde azalma s6z konusu oldugunda SOD aktivitesinde artma
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gosterilmistir. SOD, katalaz ve glutatyon peroksidazdan farkli olarak serbest radikali substrat

olarak kullanir. Siiperoksitin hidrojen perokside doniisiimii reaksiyonunu katalizler.

SOD

0, +0, +2H" » H,0, + O,

Stiperoksit dismutaz, bu reaksiyonda hem oksidan hem de rediiktan olarak hareket
eder. Oksijen radikalleriyle olusan hasara karst SOD, katalaz ve glutatyon enzim sistemiyle
birlikte ¢alisan bir savunma mekanizmasidir. Bdylece olusan hidrojen peroksit, katalaz veya
glutatyon peroksidaz enzimleri tarafindan su ve oksijene indirgenmektedir. Peroksit

radikalinin dismutasyonu ile olusan hidrojen peroksit doku i¢in biyolojik avantaj saglar.
2.9.1.2. Katalaz

Katalaz (CAT), tiim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan dort tane
hem grubu igeren bir hemoproteindir. Hidrojen peroksidi molekiiler oksijen ve suya katalizler
(65).

Hidrojen peroksidin; diisiik hizlarda iiretildigi durumlarda peroksidatik reaksiyon (I)
ile, yiiksek hizda tiretildigi durumlarda ise katalitik reaksiyon (II) ile etki gosterir.

Katalaz
H.O-: + AH- > 2H.0+A [{)]

Katalaz -
2H202 = 2H20 + 02 (")

Daha cok peroksizomlarda lokalizedir. Katalaz'in indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit
ile metil, etil hidroperoksitleri gibi kiicik molekiillere karsidir. Biiyilk molekillii lipid
hidroperoksitlerine etki etmez. Kan, kemik iligi, mukoz membranlar, karaciger ve bobreklerde

yiiksek miktarda bulunmaktadir (65-69).

2.9.1.3. Glutatyon Peroksidaz

Ik olarak 1957 yilinda Mills tarafindan memeli eritrositlerinde gdsterilmistir. Bu
sitozolik enzim tetramerik dort selenyum atomu ihtiva etmektedir. Glutatyon peroksidaz

(GPx); H20, ve organik hidroperoksitlerin detoksifikasyonunu saglayarak hiicre membran
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lipidlerini oksidatif hasara kars1 korumaktadir. Ozellikle eritrositlerin membran biitiinliigiiniin
saglanmasinda gorev yapmaktadir (69,70). GPX enzimi iki farkli kategoride ele alinmaktadir;
Selenyuma bagimhi GPx: Bu sitozolik enzim, monomerik yapida selenyum ihtiva
etmektedir. Ozellikle eritroristlerde bulunan glutatyon peroksidaz selenyuma bagimli olarak
gorev yapmaktadir
Selenyumdan bagimsiz GPX: Diger dokularda olmakla birlikte 6zellikle karaciger
mitokondrilerinde aktivitede bulunmaktadir.

GPx asagida belirtilen reaksiyon basamaklarinda rol almaktadir:

GPx

A 4

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

GPx

\ J

ROOH + 2 GSH GSSG + ROH + H;0

Antioksidan etkinligi kanitlanmis olan vitamin E'nin 6zellikle membranlarda sinirh

oldugu durumlarda GPx, membranlar1 peroksidasyona kars1 korumaktadir.

Fagositik hiicrelerde GPx'in 6nemli fonksiyonlart vardir. Diger antioksidanlarla
birlikte GPx solunum patlamas: sirasinda, serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik
hiicrelerin zarar gormelerini engellemektedir. GPX aktivitesi diisiik olan makrofajlarda,
zimosanla basglatilan solunum patlamasini takiben, hidrojen peroksid saliniginin arttig
gosterilmigtir. Eritrositlerde de oksidan strese karsi en etkili antioksidan olan GPx'in
aktivitesindeki bir azalma, hidrojen peroksidin artmasina ve siddetli hiicre hasarina neden

olmaktadir (71,72).

2.9.1.4. Glutatyon rediiktaz

Glutatyon rediiktaz (GR), bir flavin enzimidir ve koenzimi NADPH ve prostetik
grubu FAD' dir. Hem sitozol hem de mitokondride bulunmaktadir. Hidroksiperoksitlerin
rediikte olmasi ile meydana gelen oksitlenmis glutatyon (GSSG), glutatyon rediiktazin

katalizledigi reaksiyon ile tekrar glutatyon'a (GSH) doniismektedir:

Okside glutatyon hiicreyi antioksidanlara kars1 koruyamaz. Okside glutatyon, tiol
iceren proteinlerin konformasyonu ve aktivitesi iizerine zararl etkili prooksidan bir madde

oldugu i¢in bu okside formun ileride kullanilmak tizere tekrar, deposu sinirli olan GSH'a
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dontstiiriilmesi gerekmektedir. Hiicre, elektron kaynagi olarak NADPH"1 kullanan glutatyon
rediiktazin katalizledigi bir reaksiyon ile indirgenmis glutatyonu tekrar olusturur. NADPH,
hidrojen peroksidin indirgenmesinde indirekt olarak elektronlar1 saglar. Olusan NADP” ise

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi yardimiyla NADPH' a doniistiirtliir (53).

GSSH + NADPH + H* » 2GSH + NADP*

2.9.1.5. Mitokondrival sitokrom oksidaz

Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz, asagidaki reaksiyonla

stiperoksidi detoksifiye eden enzimdir.

40, + 4H" + 4e > 2H;0

Bu reaksiyon, fizyolojik sarlarda siirekli cereyan eden normal bir reaksiyon olup, bu
yolla yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji tiretimi saglanir (73-

75).

2.9.2.Enzimatik olmayan endojen antioksidanlar

Katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi enzimler reaktif hidroksil tiirlerinin
olusturduklar1 zararh etkilere karsit sinirli ve direkt koruma saglayabilirler. Bununla birlikte
enzimatik olmayan antioksidanlar direk reaksiyona girerek oksidanlari daha az zararl ve daha

stabil tiirevlere dontistiirebilirler.

2.9.2.1. Glutatyon

Tripeptit yapidaki bu antioksidan glutamik asit, sistein ve glisin aminoasitlerinden
olusmaktadir. Hemen hemen tiim hiicrelerde bulunmakta ve antioksidan olarak metabolik
faaliyetler sirasinda ¢ok dnemli rol oynamaktadir. indirgenmis glutatyon sentezi (Adenozin

trifosfat) ATP 'nin de kullanildigi iki basamakli bir reaksiyonla olusmaktadir (76,77).

Indirgenmis glutatyon, GPx ve GR gibi ksenobiyotiklerin, karsinojenlerin, serbest
radikallerin ve lipopolisakkaridler gibi endojen ve eksojen =zararli bilesiklerin
detoksifikasyonunda 6nemli rol oynayan ¢ok onemli bir antioksidan olarak bilinmektedir.

Indirgenmis glutatyonun peroksitlerle ve disiilfitlerle GPx enzimi varliginda reaksiyonu
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sonucu GSSG (okside glutatyon) olusmaktadir. Oksitlenmis glutatyon konsantrasyonunda
artig, oksidatif stresin bir gostergesi olmaktadir. Okside glutatyon, tiol igeren proteinlerin
konformasyonu ve aktivitesi iizerine zararli etkileri olan prooksidan bir madde oldugu igin
hizla rediiklenmesi gerekmektedir. Glutatyon rediiktaz enzimi NADPH varliginda GSSG'yi
GSH'na rediiklemektedir (56) (Sekil 7).

Yiikseltgenmig
NADPH + H+ GSSG 2 H20
GR GPx
NADP 2 GSH H202
Indirgenmis

Sekil 7. GSH redoks dongiisii (56)

Hidrojen peroksid miktarmin yiikselmesi GPx aktivitesinde bir artisa yol agmaktadir.
Bunun sonucu olarak baslica ¢oziinen redoks-aktif kofaktor, indirgenmis sekilden okside
sekle donlismektedir. Bu degisikliklere sitozolik Ca* konsantrasyonunun artis1 eslik ederek

oksidan baski ile iligkili hiicre hasarina yol agmaktadir.

2.9.2.2. C Vitamini (Askorbik Asit)

Gilcli bir indirgeyici ajan ve antioksidan olup siiperoksit, peroksit ve hidroksil
radikalleri ile reaksiyona girerek bir ara iiriin olan semidehidroaskorbat yoluyla metaboliti
dehidro askorbik asiti olustururlar. Membran igindeki ve ekstraseliiler dokulardaki lipid

peroksidasyonunu onlerler.

2.9.2.3. E Vitamini (Alfa-tokoferol)

Lipid peroksidasyonuna karst koruyucu serbest radikal temizleyicilerindendir. E
vitamini zincir kirici bir antioksidan olup, her bir E vitamini molekiilii iki oksidasyon zincirini

durdurabilir. Ayn1 zamanda singlet oksijenin kuvvetli bir tutucusudur. Ayrica hidroksil
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radikali, peroksi radikali ve siiperoksitle direkt olarak reaksiyona girebilirler. Okside olan E

vitamini, parcalanmadan once askorbik asit ve glutatyon tarafindan tokoferole geri ¢evrilebilir

(78).

2.9.2.4. Beta karoten

A vitamini 6n maddesi olan beta karoten, etkili bir singlet oksijen ve radikal tutucu

antioksidanlardandir (75).

2.9.2.5. Melatonin

Pineal bezden salgilanan direkt radikal temizleyici, indirekt olarak da antioksidan
enzim diizeylerini artiran ve nitrik oksit sentetaz gibi preoksidatif enzimleri baskilayan

antioksidan bir hormondur (75).

2.9.2.6. Urik asit ( Urat )

Urik asit, ksantin oksidazin oksipiiriinleri (ksantin, hipoksantin gibi) oksitlemesi ile
olusur. Insan ve gelismis primatlarda piirin metablozmasinin son iiriiniidiir. Urat, fizyolojik
kosullarda singlet oksijen, hipoklorid ve hidroksil radikali gibi reaktif bilesikleri baskilar,
fakat siiperoksit radikali ile dogrudan reaksiyona girmez, peroksit kaynakli lipit
peroksidasyonuna karsi korur. Bu da iirik asidin antioksidan etkilerinin oldugunun

gostergesidir (79).
2.9.2.7. Bilirubin

Hem katabolizmasinin son {irlinii olan bilirubin ayni zamanda singlet oksijen,
peroksinitrit ve hipoklorik asit gibi reaktif oksijen ve nitrojen tiirevlerini baskilar, ayrica
peroksil radikallerine kars1 hidrojen donérii olarak davranarak lipid peroksidasyonunun zincir
devam ettirici radikalini de etkisiz hale getirir. Bu arada biliverdin ise bilirubine gore daha
etkili bigimde peroksil radikallerini baskilar (80). Yine plazmadaki iirik asit ve sistin,

seruloplazmin ve transferrin radikal tutucu etkiye sahip diger molekiillerdir (52,53).
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2.9.3. Eksojen Antioksidanlar

A-Enzim inhibitorleri: Pterin aldehit, allopiirinol, oksipiirinol, folik asit, tungsten,
NADPH oksidaz inhibitorleri (non-steroid antienflamatuar ilaglar, adenozin, lokal
anestetikler, kalsiyum kanal blokerleri).

B-Non-enzimatik serbest radikal toplayicilari: Dimetilsiilfoksit, mannitol.

C-Demir-redoks dongiisii inhibitorleri: Desferroksamin, seriiloplazmin.

D-Notrofil adezyon inhibitorleri

E-Gida antioksidanlari: Butylated hydroxytoluene, propygalate, butylated
hydoxyanisole, sodyum benzoat, ethoxyquin (81).

2.10. Koenzim Q10’un Tarihgesi ve Tanim

Koenzim Q10 ilk kez 1957 yilinda Dr. Frederick Crane tarafindan Winconsin
U.S.A.’da sigir kalbinin mitokondrisinden izole edilmistir. Ayn1 yilda ingilterede profesdr
Morton rat cigerinde vitamin A ile ayni yapida KoQ10’i bulmustur. Profesér Morton
(ubiquitous quinon) her yerde hazir kinonlar manasini tasiyan Ubiquinon adini vermistir.
1958 yilinda profesor Karl Folkers ve yardimcist Merck KoQ10’nin kimyasal yapisini
bulmuslardir: 2,3 dimetoksi-5- metil-6 dekaprenil benzoquinon ve bunu ilk kez
fermentasyonla sentezlemislerdir. 1960’larin ortalarinda Japonyadaki profesor Yamamura
KoQ7’yi ilk defa bir insan hastaliginda konjestif kalp yetmezliginde kullanmistir. 1966°da
Mellors ve Tappel KoQ6’nin antioksidan etkisini bulmuslardir. 1972’de Gian Paolo ve
Profesor Karl Folkers KoQI10’in insan kalp hastaligindaki etkisini yayinlamiglardir.
1970’lerin ortalarinda Japon teknolojisi saf KoQ10’1 klinik ¢alismalarda kullanilmak iizere
elde etmistir. 1978’de Peter Mitchell KoQ10’nin biyolojik enerji transferindeki roliinii
kanitlamasiyla Nobel 6diilii almistir (82).

Koenzim Q10 veya diger ismiyle Ubiquinon vitamin veya vitamin benzeri bir
bilesiktir. Vitaminler yiyeceklerde dogal olarak bulunur ve bazen viicutta da sentezlenirler.
Koenzim Q10 da degisik yiyeceklerde ¢ok kiiclik miktarlarda bulunur ve de viicutta biitiin
dokularda sentezlenir. Koenzim Q10’nun biyosentezi tirozin aminoasitinden olur ve en az
sekiz vitamine ve birgok eser elemente ihtiya¢ duyar (83).

Koenzimler fonksiyonlarina gore biiyiilk ve kompleks enzimlerin kofaktorleridirler.

Koenzim Q10 hiicrede ili¢ mitokondiyal enzimin kofaktoriidiir (Kompleks 1, 2 ve 3).
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Mitokondriyal enzimler fosforilasyon yolunda yiiksek enerjili fosfat, adenozin trifosfat
olusmasi ve diger hiicresel fonksiyonlar i¢in gereklidir. Quinonlarin elektron ve proton
transfer fonksiyonu tiim canli formlar i¢in ¢ok Onemli bir gereksinimdir; ubiquinon
hayvanlarin mitokondrilerinde, plastokinon bitkilerin kloroplastlarinda ve menakinon
bakterilerde bulunan biyoenerjetiklerden biridir. “ Biyoenerjetikler” terimi biyokimyada
hiicresel enerji eldesini tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. Bunlar serbest radikal kimyasiyla

iligkilidir ve bunlardan biri olan KoQ10 potansiyel bir antioksidandir (83).

2.10.1. Koenzim Q10’un Yapisi ve Biyosentezi

Koenzim Q (Ko Q) insan dahil bir¢ok organizma tarafindan sentezlenir. Bir vitamin degildir
fakat yapis1 vitamin K ile benzerlik gosterir. Kimyasal formiilii 2,3- dimetoksi- 5 —metil- 6
multiprenil -1,4- benzokinon’ dur (84) (Sekil 8).

O

CH:—0D
3 | |—C.ll_; ?”a

[— CI[E—CI IZC—Cllg n

CH,—O
O

Sekil 8. Koenzim Q10 Yapisi (84)

Koenzim Q da bir kinondur fakat vitamin K'dan bilesik benzen halkasina 2 metoksi
grubunun substitiisyonu ile ayrilir. Bu yapiya "Ubikinon" denir. Memelilerin ubiqginonlari
tipik olarak yan zincirlerinde 10 adet izoprenil grubu igerir.

Koenzim Q solunum zincirinde goérevi olan, yagda eriyebilir bir elektron ve proton
tastyicisidir. Ayrica serbest radikallerle ara {iriin olarak islev alirlar ve "elektron rediiksiyon"
reaksiyonuna maruz kalir. Stabil karakterli olmayan serbest radikaller ubiginondan gelen bir
elektronla stabil hale gelir. Koenzim Q bu 6zelligiyle 6nemli bir antioksidandir.

Yapisindaki kinon grubu Koenzim Q’ya elektron tasiyicisi gorevini kazandirir, yiliksek
hidrofobik o6zellige sahip isopren yan zinciri ise Koenzim Q’ya hiicrelerin lipitten zengin

bolgelerini kusatmasina yardimer olur (85) (Sekil 9).
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Sekil 9. Koenzim Q10 Biyosentezi (85)

2.10.2. Koenzim Q10’nun Antioksidan Fonksivonu

Koenzim Q’nun en c¢ok bilenen fonksiyonlari mitokondriyel elektron transfer
sistemindeki fonksiyonu ve antioksidan islevidir. Bunun ek olarak da membranlarda elektron
tastyicisi, hiicre membranlarinin yapisinda yer almasi gibi bir¢ok fonksiyonu vardir (Tablo 7)
(85)

Tablo 7. Koenzim Q10 Fonksiyonlar1 (85)

1 — Mitokondrial Solunum Zincirinde elektron tasiyicisi

2 - Plazma Membran Redoks Sistemi

3 — Antioksidan fonksiyonu

4 — Mitokondrial UCP({Uncoupling Protein) Aktivasyonu

5 — Mitokondriyal PTP (permeability transition poras)'ye
etkisi

6 — Lenfosit ve monositler Gzerine etkisi

7 — Endotelyal fonksiyonu

8 — Hicre sinyali ve gen ifadesine etkisi

Koenzim Q, golgi, lizozom, mikrozom, peroksizom ve hiicre membrani olmak {izere
bir cok membranda bulunur. Membranlarda lipid peroksidasyonunu engelleyen antioksidan
ozelligi vardir (83). Koenzim Q membranlarda doymamis lipid zincirilerine yakin olarak
bulunur. Bunun sebebi serbest radikal copciiliigli yapmaktir. Hiicre membranlarindaki
Koenzim Q’nun biiyiik bir kismi ubikinol (KoQH>) seklindedir ve Koenzim Q’nun rediikte
formu olan ubikinol (KoQH;) ¢ok etkili bir antioksidan olabilir (86). Koenzim-QH; ¢ogu
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subseliiler membranlarda lipid peroksidasyonunu 6nleme yetenegine sahiptir. Hiicrenin, tim
intraseliiler bolgelerinde Koenzim Q’yu rediikte tutmak igin etkili sistemler mevcuttur (85).
Bu islem tii¢ adet enzim sayesinde ger¢geklesmektedir.

Bunlar,

(1) NADH sitokrom-b5 rediiktaz,

(2) NADH/NADPH oksidorediiktaz (DT diaforaz)

(3) NADPH KoQ rediiktazdir.

Endomembrandaki 1 ve 3. rediiktazlar 6zellikle, bir radikal ile reaksiyon sonucu
olusan herhangi bir semikinonun bir elektron ile tekrar rediiklenmesi i¢in dnemlidir. DT
Diaforaz herhangi bir kinonu ara madde olmadan iki elektron transferi ile direk rediikleyebilir
(86).

KoQH;, baslama islemini ve lipid peroksil radikallerinin (LOO) olusumunu
engelleyerek goérev alir, ayni zamanda Vitamin E’de bu radikalleri bastirir. KoQH;
ubisemikinon ve H,O; olusumu ile baslangi¢ perferil radikalini rediikler. LOO’yu direk olarak
da ortadan kaldirabilir. Ayrica ubiquinol alfa-tokoferoksil radikalinden Vitamin E’yi yeniden
iretebilir. Askorbat varhiginda, suda c¢oziinebilen radikal bagslaticisi ile fosfotidilkolin
lipozomlar1 okside edildiginde, alfa-tokoferol ve KoQ antioksidanlari sirasi ile askorbat-KoQ-
alfa tokoferol seklinde tiiketilir. Lipitte ¢Ozilinen bir radikal baslaticis1 kullanilinca KoQ-
askorbat-alfa tokoferol seklinde tiiketilir. Bundan dolay1, alfa-tokoferol her iki durumda da
verimlice yedeklenir ve bu kinetik veri alfa-tokoferoksil radikal formunun KoH; tarafindan
rediiklendigini gosterir. KoQH> tarafindan saglanan alfa-tokoferolun bu yedekleyici etkisi
ayrica diisiik dansiteli lipoproteinlerde (LDL) de gozlenir. KoQH2 nin antioksidan etkisi o-
tokoferol varligina bagh degildir. Alfa-tokoferol noksanliginda KoQ igeren submitokondrial
partikiiller lipid peroksidasyonundan korunur (85).

Membran proteinlerinin oksidasyonu da KoQHj, tarafindan onlenebilir (85). Selenyum
ve alfa-tokoferol’un besinsel yetersizligi sonucu olusan oksidatif stres durumunda,
membranlardaki KoQ miktarinda yiiksek bir artis gozlenir. Ayni zamanda membranlarda
bulunan DT diaforaz miktar1 belirgin olarak artar. Peroksizomal uyarici tarafindan uyarilmis
alfa-tokoferol diisiisii, KoQ miktarindaki biiylik bir artigla birlikte gozlenir. KoQ’nun
antioksidan etkisini gostermek i¢in KoQ yetersiz maya kullanilmis ve KoQ yetersiz mayada
daha fazla lipid peroksid formasyonu goézlenmistir. Yasl insanlarda deride KoQ olugsmasinin
saglanmasi ile serbest radikallerin bertaraf edildigi gdsterilmistir. Direk antioksidan radikal
¢copciiliigii yaninda, kinol tokoferol radikallerini de kurtarabilir. Membranlarda KoQ

yetersizliginde tokoferolun yenilenmesi ¢ok yavas olur (86).
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Tablo 8. Omurgalilarda Koenzim Q10 ¢esitleri (84)

Hayvan Doku Esas KoQ KoQ miktari
cesidi (umol/g)
insan Kalp Qo 0.063 W
Sigir Kalp yp 0.085'W
Sigir Karaciger g 0.040 W
Sigir Bébrek Qho 0.018 W
Domuz Kalp g 0.085'W
Domuz Karaciger g 0.034'W
Kuzu Kalp Cho 0.20W
(3gunlik)
Kuzu Bacak kasi Quo 0.06 W
(3gunlik)
At Kalp Cho
Rat Kalp Cho, Qo 014 W
Fare Hepsi Qg 0.023W
Tavuk Kalp Qi 0.075' W
Tavuk Bacak kasi Qho 0.028 W
Kurbaga Kalp Qi 0.023W
Kurbaga Bacak kas Qi 0.011W
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Deney Hayvanlar

Bu ¢alisma Kahramanmaras Siit¢ii imam Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulu onay1
(12.07.2016 tarih ve 01 sayili karar1 ) alinarak Tibbi Biyokimya Anabilim Dali tarafindan,
KSU Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Laboratuarinda gergeklestirildi. Calismalar standart
deneysel hayvan ¢alismalarina uygun olarak yapildi ve KSU bireysel arastirma fonunun
destegi ile gergeklestirildi. Deneylerde kullanilan toplam 24 adet erkek Wistar-albino cinsi rat
KSU Tip Fakiiltesi Deney hayvanlari barinagindan alindi. Ratlar 200-220 gram agirliginda ve
4-5 aylikti. Ratlar 21+1° C oda sicakliginda 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik periyodunda

tutularak standart rat yemi ve su verilerek beslendi.

3.2. Deney Gruplar

Bu ¢alisma 200-220 gr agirliginda 24 adet erkek Wistar-albino cinsi rat {i¢ gruba
ayrilarak (sham grubu; n=8, kolit grubu; n=8, kolit + koenzim Q10 uygulanan grup; n=8)
gergeklestirildi.

Tim gruplardaki her bir rat Ketamin ile anestezi uygulandiktan sonra operasyona
baslandi.

Grup 1 (Kontrol): Intraperitonal (IP) yolla sadece serum fizyolojik 1 ml (%0,9 NaCl) verildi.
Deney bitiminden 24 saat sonra ratlar sakrifiye edildi.

Grup 2 (Kolit+SF): Kolit grubundaki ratlar: 30° trendelenburg pozisyonuna getirilerek 8
mm’lik kateter, rektal yoldan 6 cm ileriye uzanacak sekilde yerlestirilen ve ratlara 1 ml, pH
2.4, % 4’liik asetik asit intrarektal (IR) olarak uygulanan ve es zamanl olarak IP yoldan 1 ml
serum fizyolojik (nétr pH’da % 0.9’luk NaCl) verildi. Deney bitiminden 24 saat sonra ratlar
sakrifiye edildi.

Grup 3 (Kolit+ Koenzim Q10): Kolit grubundaki ratlar1 30° trendelenburg pozisyonuna
getirilerek 8 mm’lik kateter, rektal yoldan 6 cm ileriye uzanacak sekilde yerlestirilen ve
ratlara 1 ml, pH 2.4, % 4’liik asetik asit intrarektal (IR) olarak uygulanan ve es zamanli olarak
iP yoldan 1 ml koenzim Q10 (10mg/ml/kg™ dozunda koenzim Q10 soya yagi iginde

¢oziilecek) verildi. Deney bitiminden 24 saat sonra ratlar sakrifiye edildi.
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Resim 1. Deneysel Kolit Islemi Sonras1 Bagirsak Doku Alimi1 Hazirligt

Resim 2. Deneysel Kolit Sonrasi Bagirsak Doku Alim1
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3.3. Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

- 1,1,3,3 tetrametoksipropan Sigma
- Bakar suilfat CuSQO,4 .5H,0 Sigma
- 2-[2-Tiyobarbitiirik asit] TBA Merck

- Etilendiamin tetraasetik asit Na,EDTA Sigma

- Disodyum hidrojen fosfat Na,HPO4.12H,0 Merck
- Sodyum dihidrojen monofosfat NaH,PO, Merck
- Dipotasyum hidrojen fosfat K,HPO, Merck
- Potasyum dihidrojen fosfat KH,PO, Merck
- Folin-Ciocalteu Fenol ayiraci Sigma

- Glutatyon GSH Sigma
- Hidrojen peroksit H,0, Merck

- Lauril siilfat SDS Sigma
- n-Butanol Merck
- Piridin Merck
- Sodyum hidroksit NaOH Merck
- Sodyum karbonat Na,COs Merck
- Sodyum Kloriir NaCl Merck

- Sodyum potasyum tartarat Na-K tartarat Sigma

- Tris baz Sigma
- Tris hidroklorit Tris-HCI Sigma
- B-Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat B-NADPH Sigma

-Hidroklorik asit HCI Merck
- Formaldehit HCHO Sigma
- Etanol C,HgO Sigma
- Asetik Asit CH3;COOH Sigma
- Ksantin Sigma
- CAPS Sigma
- Ksantin oksidaz Sigma
- lodonitrotetrazolium kloriir INT Sigma
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3.4. Cahismada Kullanilan Cihazlar

- Derin Dondurucu Samsung

- pH metre Hanna Instruments
- Hassas Terazi Radwag

- UV Spektrofotometre Shimadzu

- Buz Makinesi Scotsman

- Distile su cihazi Merck

- Manyetik Karistirici Mtops

- Cam Kalemi

- Fotograf makinesi

- Hayvan Kafesi

- Homojenizator diizenegi

- Kronometre

- Lam

- Lamel

- Meziir (25 mL, 50 mL, 100 mL, 250 mL, 500 mL)
- Mikroskop

- Operasyon Takimi

- Otomatik pipet, pastor pipeti

- Sogutmali santrifiij Hettich
-Su Banyosu

-Vorteks

3.5. Deneysel Kolit Modeli

Calisma KSU Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Laboratuarinda gergeklestirilmistir.
Ratlar laboratuara getirildi ve tek tek tartilarak her birine intraperitonal olarak 60 mg/kg
dozunda ketamin hidroklorid (Ketalar flakon, Eczacibas1 Tiirkiye) verilerek anestezi saglandi.
Anesteziyi takiben kolit grubundaki ratlar 30° trendelenburg pozisyonuna getirildi ve 8
mm’lik kateter, rektal yoldan 6 cm ileriye uzanacak sekilde yerlestirildi ve ratlara 1 mL, pH
2.4, % 4’liik asetik asit intrarektal (IR) olarak uygulandi ve es zamanli olarak iP yoldan 1 mL
serum fizyolojik (n6tr pH’da % 0.9’luk NaCl) verildi.
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Ilag verdigimiz grupta (Kolit+ koenzim Q10 ) ratlar 30° trendelenburg pozisyonuna getirildi 8
mm’lik kateter, rektal yoldan 6 cm ileriye uzanacak sekilde yerlestirildi ve ratlara 1 mL, pH
2.4, % 4’liik asetik asit intrarektal (IR) olarak uygulanarak ve es zamanli olarak IP yoldan 1
mL koenzim Q10 (10 mg/ml/kg™ dozunda koenzim Q10 soya yag1 icinde c¢oziilerek) verildi.
Bu sekilde kolit ve tedavi gruplarin etkileri kontrol ile karsilastirilarak saptandi.

Deney sonunda, ¢ikarilan kolon dokusu iki esit pargaya ayrilarak histopatolojik
incelemeler ve biyokimyasal incelemeler i¢cin uygun kosullarda saklandi. Histopatolojik
degerlendirme Kahramanmaras Siitgii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dalinda, biyokimyasal degerlendirmeler ise KSU Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyokimya
Anabilim Dalinda yapildi.

3.6. Homojenat Hazirlama

Dokularin homojenize islemine gegmeden 6nce dokulara 1 gr 9 hacim (hacim/agirlik)
%1,15 KCI ¢oziinme saglamak amaciyla eklendi. Dokular 16.000 devir/dakika hizda 3 dk
boyunca homojenize edildi. Enzim aktive kaybini 6nlemek amaciyla 6rnekler buz dolu kiivete
yerlestirildi. Daha sonra homojenatlar +4 °C’de 14000xrpm’de 30 dakika santrifiij edildi ve
istteki stipernatantlar alind1 ve ependorf tiiplere ayrildi bu ayrilan siipernatantlardan protein
ve MDA, NO, 3-NT dizeyleri ile SOD, CAT ve GSH enzim aktive Oolglimleri
spektrofotometrik yol ile yapildi.

3.7. Protein Diizeyinin Tayini
Bu metot proteinlerin igerdigi trozin ve triptofan rezidiilerinin fosfotungustik —
fosfomolibdik asit ile verdigi renk reaksiyonunun spektrofotometrik yontemle 750 nm’deki
absorbans 6l¢timiine dayanir (87).
Ayrraclar
1. A ¢ozeltisi:
%2 NayCO3 2 g hazirlanir
0,1 N NaOH ile 100 mI’ye tamamlanir.
2. B Cozeltisi: B; ve B, ¢ozeltilerinden olusur.
a) B1 Cozeltisi:
% 1 CuSO45H,0 1g hazirlanir

Saf suyla 100 ml’ye tamamlanir.
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b) B2 Cozeltisi:
%2 Na-K tartarat 2g hazirlanir
Saf suyla 100 ml’ye tamamlanir.
3. C Cozeltisi(Giinliik hazirlanir)
50 ml A +1 ml B (0,5 ml B;+0,5 ml B) karigtirilir.
4. D Cozeltisi (Giinliik hazirlanir)
Folin Cioacalteu 1: 1,5 (v/v) oraninda saf su ile sulandirilir.
Standart Egrinin ¢izimi
Stok standart i¢in 0,3 g/dl bovin albumin hazirlanir. Hazirlanan stok standarttan 5 ml
alinip 100 ml ‘ye serum fizyolojik ile tamamlandiginda 150 pg/ml konsatrasyon elde edilir.
Bundan seri sulandirma ile 150, 120, 90, 60, 30 ug/ml’ lik konsatrasyonlar elde edilerek 750
nm’de verdikleri absorbanslar kaydedilir. Bu verilere gore konsatrasyon-absarbans egrisi
¢izilir ve her numune dlglimiinde standart egri tekrarlanir (sekil 10) .

Tablo 9. Protein standart egri ¢izimi igin tiiplerin hazirlanisi (87)

Tiip no Kor 1 2 3 4 )
Konsantrasyon (pg/ml) 0 30 60 90 120 150
Standart bovin albumin (ml) - 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Serum fizyolojik (ml) 0.3 - - - - -

C Cozeltisi (ml) 3 3 3 3 3 3
15 dakika oda 1s1sinda bekletilir

D Cozeltisi (ml) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

Oda 1s1sinda 30 dakika bekletilir ve 750 nm’de kore kars1 okunur.

0,2 -
0,18 |
0,16 |
0,14 |
0,12
0,1
0,08 |
0,06 |
0,04 |

0,02

o 30 o0 90 120 150

Konsatrasyon (ug/ ml)

Sekil 10. Protein standart egrisi (87)
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Doku Ornek Calismasi

Kolon dokularindan hazirlanan siipernatantta protein tayinini yapmak igin, siipernatant
1:50 oraninda serum fizyolojik ile sulandirilir ve protein tayini yapilir. Bunun igin {i¢ tiip
alir ve ¢ozeltiler asagidaki sekilde tiiplere konulur (Tablo 10).

Tablo 10. Doku 6rneginde protein tayini i¢in tiiplerin hazirlanisi (87)

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Serum fizyolojik 0.3 - -
Standart - 0.3 -
Stipernatant - - 0.3
C Cozeltisi 3 3 3
15 dakika oda 1sisinda bekletilir
D Cozeltisi 0.3 0.3 0.3

Oda 1s1sinda 30 dakika bekletilir ve 750 nm’de kore karsi okunur.

Hesaplanmasi

Doku 6rneginin absorbansi standartin absorbansi ile karsilastirilarak veya dogrudan

standart egrisinden degerlendirilir ve diliisyon katsayisi ile ¢arpilarak sonug verilir (87).

3.8. Malondialdehit (MDA) Diizeyinin Tayini

Aerobik sartlarda pH 3.40°de tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 6rnegin 90-95 C%de
inkiibasyonu sonucu olusan lipit peroksidasyonunun sekonder {iriinii olan MDA’ ’nin TBA ile
pembe renkli kompleks olusturma esasina dayanir. Olusan bu renk siddeti ortamdaki MDA
konsantrasyonu ile dogru orantilidir. 532 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirilir (88).

Ayiraglar

1. SDS %8,1°lik

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

2. Asetik Asit %20’1ik (pH 3,5)

3. Tiyobarbitiirik Asit (TBA) %0.8 lik

4. N-Butanol/Piridin Cdozeltisi (14/1)(v/v)

5. Stok Standart

1.1.3.3 tetramethoksipropan (yogunluk =0.99 g/ml)
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Optik Dansite (532nm)

Standart Egri Cizimi
Standart egri ¢izimi yapilirken stok sandarttan 6,6 pl alinip 100 ml’ye saf su ile
tamamlanarak giinliik standart hazirlanir. Daha sonra 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 nmol/mi

konsantrasyonunda ¢alisma standartlar1 hazirlanir. Ayraclar tiiplere asagida belirtildigi sekilde

ilave edilirler (Tablo 11).

Tablo 11. MDA standart egri ¢izimi i¢in tliplerin hazirlanigi (88)

Tiip No. 00 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon(nmol/ml) 100 80 60 40 20 10
Standart(ml) - 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
SDS (ml) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Asetik Asit (ml) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
TBA(mI) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
Saf su (ml) 0.8 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7
Vorteksle karigtirilir.60 dk 90 C*’de inkiibe edildikten sonra musluk suyu altinda sogutulur.
Saf su(ml) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
N-Butanol/Piridin 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
Vorteksle karistirilir.4000 rpm ‘de 10 dakika santrifiij edilir.

Tiipler N-Butanol /Piridin ilavesinden sonra iyice karistirilir. Daha sonra 4000 rpm’de
10 dakika santrifiij edilir, istteki organik kisim (iist faz) alinarak 532 nm’de absorbans

fotometrik olarak okunur ve standart egri grafigi ¢izilir (Sekil 11).

0,25

0,2 /.
0,15 //

0,1 //
0,05 < /

o] 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon (nmol/mL)

Sekil 11. MDA (Malondialdehit) standart egrisi grafigi (88)
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Dokuda MDA diizeyinin tayini i¢in 6rnek ¢alismasi yapilirken de yukaridaki tabloda
verildigi gibi tiipler belirli hacimde hazirlanir, doku 6rnegi alinir ve MDA tayini yapilir.

Ayrintili bilgi Tablo 12°de gosterilmistir.

Tablo 12. Dokuda MDA diizeyinin tayini igin tiiplerin hazirlanisi (88)
Ornek Standart Kor

Homojenat(Ornek) 0.1ml - -

Standart - 0.1 mil -

%8.1 SDS 0.2 ml 0.2 ml 0.2ml

%20 Asetik Asit 1.5ml 1.5ml 1.5ml

%0.8 TBA (sulu) 1.5 ml 1.5 ml 1.5 mil

Saf su (ml) 0.7 ml 0.7 ml 0.8 mi

Vorteksle karistirilir.60 dk 90 C*’de inkiibe edildikten sonra musluk suyu altinda sogutulur.
Saf su (ml) 1ml 1ml 1mil
N-Butanol/Piridin 5mi 5ml 5mi

(v:v 15/1 oraninda)

Tiipler N-Butanol /Piridin ilavesinden sonra iyice karistirilir. Daha sonra 4000 rpm’de
10 dakika santrifiij edilir, tstteki organik kisim (list faz) alinarak 532 nm’de absorbans
fotometrik olarak okunur. Sonug standart egrisinden degerlendirilir (88).

Hesaplanmasi

nmol/ml olarak 6l¢iilen MDA diizeyi nmol/mg protein olarak verilmistir.

MDA Diizeyi (nmol/mg protein)= MDA degeri (nmol/ml)

protein (mg/ml)

MDA Diizeyi (nmol/gr doku)= MDA degeri (nmol/ml) x siipernatant (hacim/agirlik)

doku agirlig1 (gr)
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3.9. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini

Stiperoksit dismutaz, oksidatif enerji iretimi sirasinda olusan toksik siiperoksit
radikallerinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandirir. Bu
yontem, ksantin ve ksantin oksidaz kullanilarak olusturulan siiperoksit radikallerinin, 2-[4-
iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum Kklorid (piyodonitrotetra zoliyum viyolet:
INT) ile meydana getirdigi kirmizi renkli formazan boyasinin 505 nm dalga boyunda verdigi
optik dansitenin (OD) okunmasi esasina dayanmaktadir. Ornekte bulunan SOD, siiperoksit
radikallerini ortamdan uzaklastirarak 2 numarali formazan reaksiyonunu inhibe eder. Sonucta
olusan kirmizi1 rengin OD’si SOD yoklugunda olusan renge gore azalir, buaradaki farkin

belirlenmesiyle de SOD aktivitesi olgiiliir (89).

Ayrraclar

1. CAPS Tamponu (3-sikloheksilamino)-1-propan stilfonik asit) (pH:10.2)
50.00 mM CAPS 1.1065 gr

0.94 mM EDTA 0,035 gr

Doymus NaOH 11.1 pl

Saf su ile 100 ml ‘ye tamamlanir.
2. Substrat Karisimi
0.05 mM Ksantin 0.00152 gr
INT 0.00253 gr
Bu karigim CAPS tamponuyla 100 ml’ye tamamlanur.
3. 80 U/L Ksantin oksidaz
50 U Ksantin oksidaz 3.04 pl
Saf su ile 1 ml’ye tamamlanir.
4.0.01 MFosfat tamponu (pH:7 ayarlanir)
Na,PO, 54.91 mg
NaH,PO, 3.58 mg
Saf su ile 100 ml ‘ye tamamlanir.
5. Standart (S6): 5,6 U/ml SOD iceren Ransod kitinin standardidur.
Standart Egri Cizimi
Liyofilize (hizli dondurulmus, mikroorganizma igermeyen, steril) olarak hazirlanmis
SOD standard1 10 ml bidistile su ile sulandirilir. Standart egri ¢iziminde kullanilacak olan
diger SOD derisimleri fosfat tamponuyla Tablo 13’deki gibi hazirlanir. 2-8 °C ‘de
saklandiginda 2 hafta siireyle dayaniklidir.
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Tablo 13. SOD standart egri ¢izimi igin tiiplerin hazirlanis1 (89)

Kullanilacak Standart Soliisyonun M Fosfat SOD derisimi
Standartlar Hacmi Tamponunun Hacmi | (U/ml)

S5 6 ml S6 5ml 2.8

S4 5 ml S5 5ml 14

S3 5ml S4 5mil 0.7

S2 3ml S3 5ml 0.23

S1: Kor (fosfat tamponu)

Yontem de; siiperoksit dismutaz aktive tayini yapilirken, kolon doku hiicrelerinden
hazirlanan siipernatantlar %30 ile %60 arasinda % inhibisyon aralig1 olacak sekilde 0.01 M
fosfat tamponu ile 1:65 (640 mikrolitre tampon,10 mikrolitre 6rnek) oraninda sulandirilir ve

aktivite tayini yapilir.

Tablo 14. SOD standart egri ¢izimi i¢in kuvars kiivetlerin hazirlanisi (89)

Kor (ul) Standart(ul)
Standart - 25
0.01 M Fosfat Tamponu 25 -
Substrat Karisimi1 850 850
Kiivetler iyice karistirilir.
Ksantin oksidaz 125 125

Ksantin oksidaz eklendikten sonra tekrar karistirilir 30 saniye sonra ¢alisma koriiniin
ve standardin 37 °C’de, 505 nm dalga boyunda havaya karsi baslangic absorbanslart (A;)
okunur. Ayni anda kronometre ¢alistirilarak 3 dakika sonra son absorbanslari (A,) tekrar
okunur.

Hesaplama

Calisma korii SOD icermedigi i¢in inhibisyona ugramamis reaksiyon olarak kabul
edilir ve degeri %100 olarak alinir. Tiim standartlar i¢cin % inhibisyon degeri bunlara ait
caligma koriiyle oranlanarak hesaplama yapilir.

AA/dak. standart =A,-A;/ 3 dakika

% inhibisyon standart = 100- AA/dak. standart X 100

A A galigma korii

45




Hesaplama yapildiktan sonra x yatay eksenine SOD derisimlerinin (U/ml) logoritmik

dontigiim degerleri, Y (dikey) eksenine standartlara ait % inhibisyon degeri yazilarak standart

egri elde edilir (Sekil 12).

30,76

%inhibisyon

13,47

[00]
[an]

60 -

50 -

40 -

30

20 +

10 A

46,16

73,07
63,46

-0,5 -0,25

[an]

Sekil 12. SOD standart egrisi (89)

Ornek Calismasi

0,25

log U/mL

0,5 0,75

Tablo 15. Dokuda SOD aktivite tayini i¢in kuvars tiiplerin hazirlanisi (89)

Kor (ul) Standart(ul)
Standart - 25
0.01 M Fosfat Tamponu 25 -
Substrat Karigimi 850 850
Kiivetler iyice karigtirilir.
Ksantin oksidaz 125 125

Tipler tekrar karistirildiktan 30 saniye sonra 37°C’de, 505 nm dalga boyunda havaya

kars1 baglangi¢ absorbans(A1) okunur. 3 dakika sonra absorbans (A2) tekrar okunur.

Hesaplama:

AA/dak. standart =A,-A;/ 3 dakika
% inhibisyon standart = 100- AA/dak. standart x 100

A A galisma kori

Ornege ait hesaplanan yiizde inhibisyon degerine karsilik gelen SOD degeri standart

egri kullanilarak bulunur. U/ml biriminden 6l¢iilen SOD aktivitesi U/mg protein birimi olarak

verilmistir (89).

SOD spesifik aktivitesi(U/mg protein) = SOD aktivitesi (U/ml)

Protein (mg/ml)



3.10. Rediikte Glutatyon Tayini

Prensip: 5, 5’-ditiyo-bis [2-nitrobenzoik asit] (DTNB), siilfidril bilesikleri tarafindan rediikte
edilmis bir disiilfit bilesigidir. Oldukca sar1 renkli anyon olusturur. GSH madde miktar1 bu
sar1 bilesigin 412 nm dalga boyunda optik dansitesi saptanarak degerlendirilir (90).

Ayrraclar:

1. Coktiiriicii Cozelti

Glasiyel metafosforik asit 1.679
Disodyum EDTA 0.20g

NaCl 30.0g

Saf su ile 100 mL’ye tamamlanir.
2.0.3 M Na;HPO,

Na;HPO, 42.599

Saf su ile 100mL’ye tamamlanir.
3. DTNB Cozeltisi

DTNB 20.0 mg

%1°lik sodyum sitrat ile 100 mL’ye tamamlanir
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Yontem(90):

K&r(mL) Ornek(mL)
Homojenat - 2
Saf Su 2 -
Coktiirticii 3 3

5 dk bekletilerek, drnek filtre kagidindan siiziilmustiir.

Stizintd 2 2

0.3 M NapHPO, 8 8

412 nm’de kore kars1 okunmustur. (OD1). Tiiplere:

%0.02 DTNB 1 1

[lave edilmis ve 412 nm’de kore kars1 okunmustur.(OD5)

Hesaplama:

Glutatyon derisimi pmol/mg protein biriminden hesaplanir.

C /1000 = (OD,-0OD;)/13600 x E; x 5/2 x 1/2

C (umol/mg protein) = (OD»-OD;) x 0.092 / Protein (mg/mL)

13600: GSH ile DTNB etkilesimi sirasinda olusan sar1 rengin molar ekstinksiyon katsayisi

E; : Eni 6 nm’den biiylik olan bant kullanilirsa hem 151k yolu hem de bant genisligi farklarin
diizelten bir tirev ekstrinksiyon katsayis1 kullanilir. Bizim kullandigimiz 2 nm’dir.

Hesaplamalarda E; kullanilmamustir (90).

C : mmol glutatyon
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OD; : DTNB ilave edilmeden 6nce 412 nm dalga boyunda 6lgiilecek optik dansite
OD,: DTNB ilave edildikten sonra 412 nm dalga boyunda 6l¢iilecek optik dansite

1000: mmol’e doniisiim katsayisi

3.11. Katalaz (CAT) Aktivite Tayini

Katalaz, H,O,’ nin yikimini katalize eder. HO,” nin CAT tarafindan yikim hizi,

H,O,’nin 230 nm’de 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak spektrofotometrik olarak
olgtilebilir (90).

Ayiraclar

1. 1M Tris-HCI, 5mM Na, EDTA tamponu, pH 8.0
Tris-Baz 5.358 gr
Tris-HCI 8,787 gr
Na, EDTA 0.1461 gr

Saf su ile 100 mI’ye tamamlanir.

2. 1 M Fosfat tamponu, pH 7.0

K2HPO4 6.723 gr
KH,PO, 8.344 gr
Saf su ile 100 ml’ye tamamlanur.
3. 10 mM H,0,

%30’ luk peroksitten 10 ul alinir ve 9.990 pl saf suyla tamamlanir.

4. Etanol (%95°1ik)

Yontem

Katalaz aktivite tayini i¢in, doku slipernatan1 1:50 oraninda saf su ile sulandirilir ve 1
ml’sine 20 pl saf etanol ilave edilir, karistirilir ve aktivite tayini yapana kadar tiiplerin agzi
kapali bekletilir. Deneye baslamadan o©nce, giinliik olarak hazirlanan 10 mM H,0O;
konsatrasyonunun dogru ayarlanip ayarlanmadigi fosfat tamponu ile kontrol edilir. Bunun i¢in
fosfat tamponu 1:10 oraninda saf su ile sulandirilabilir. Ayarlanma yapilirken 1ml’lik kiivete
900 pl saf su 100 pl fosfat tamponu koyulur karistirilir ve bu karisimin 900 pl” 230 nm’de
fotometrik olarak okunur OD; olarak kaydedilir. Daha sonra ayni kiivete hazirladigimiz 10

mM ‘lik peroksitten (H202) 100 pl koyulur ve tekrar okuma yapilir absorbans degeri
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ODyolarak kaydedilir. OD,-OD;= 0.071 olmalidir. Bu deger bulunduktan sonra
hazirlanan peroksidin konsatrasyonu tam 10 mM’dir denilir ve deneye Tablo 16’da

gosterildigi gibi baglanir.

Tablo 16. Dokuda CAT aktivite tayini igin kuvars kiivetlerinin hazirlanis1 (90)

Kor (ul) Numune (pl)
1M Tris-HCI, 5mM Na, EDTA tamponu,pH 8.0 | 50 50
10 mM H202 - 900
Saf su 930 30
37 °C’de 10 dakika inkiibe edilir.
Ornek (sulandirilmis) 20 20

Tiipler 37 °C’de 10 dakika inkiibe edildikten sonra daha 6nce 1:50 oraninda diliie
ettigimiz o6rnekten 20 pl alinarak tiiplere ilave edilir ve 230 nm’de 2,5 dakika kinetik okuma
yapilir. Her numune teker teker ¢alisilarak kaydedilir.

Hesaplama
CAT Aktivitesi (U/ml) = AOD x V1 (1.0 ml)
0.071 x Vy (0.02 ml)
AOD: Dakikadaki optik dansite degisimi
VH: Ornek hacmi

VT: Toplam hacim
0.071: 10mM H,0; yikim hizinin verdigi OD degeridir.
U/ml biriminden 6lgiilen CAT aktivitesi drnekte saptanan protein degerine boliinerek

dokudaki enzim spesifik aktivite sonucu U/mg protein biriminden verilir(90).

CAT Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) = CAT Degeri (U/ml)
Protein (mg/ml)

3.12. NO (nitrit+nitrat) él¢ciim yontemi:
NO tayini: Cartos ve Wakid yontemi kullanilarak spektrofotometrik olarak 6l¢tildii (91).
Gerekli Ayiraclar
1-Kadmiyum graniilleri: 0.1mol/L H,SO, iginde saklandigi siirece 9 ay stabildir.
2-Glisin-NaOH buffer: 7.5 g glisin bir miktar distile suda ¢6ziildii. 2 mol/L NaOH c¢ozeltisi
ile pH’s1 9,7’ ye ayarlandi. Bu ¢ozelti 1 ay 0-8°C’de stabildir.
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3-Siilfanilamid: 5 g sulfanilamid 3 mol/L sicak HCI i¢inde ¢oziiliir ve daha sonra sogumaya
birakildi. 1 yil oda sicakliginda stabil kalabilir.

4-N-Naphthylethylene diamine (NNDA): 50 g NNDA 250 ml distile su i¢inde ¢6ziildii.2 ay
0-8 “C’de stabildir.

5-Cinko sulfat (ZnSQ,): 75 mmol/L; 10.8 mg alinip 500 ml’ye tamamlandi.

6-Bakar sulfat (CuSO,): 5 mmol/L; 250 mg alinip 200 m1’ye tamamlandi.

7-Sodyum hidroksit (NaOH): 55 mmol/L; 1.1 g alinip 500 ml’ye tamamlandi.
8-Standartlar: NaNO; standardi 10 mmol/L’lik sodyum tetra borat ¢6zeltisi i¢inde hazirlandi
(69 mg NaNO,, 380 mg borat (Na;B40,10 H,0) 100 ml iginde ¢6ziildii).

9-KNOj; standardi: 102 mg potasyum nitrat alinip 10 mmol’lik 100 ml sodyumtetraborat
icinde ¢ozildii.

Deneysel islemler

Deproteinizasyon:Test tiiptine 0.5 ml distile su, 2 ml ZnSOy4, 2.5 mMLNaOH ilave edilip 10
dk. Oda 1sisinda beklettikten sonra 4000 g’ de 20 dk. santrifiij edildi.

Kadmiyum graniillerinin aktivasyonu: Graniiller 3 defa distile su ile yikanir. 1-2 dk.iginde
CuSO, icinde calkalanarak bekletilip, 3 defa da Glisin-NaOH ile yikanip 10 dk. Iginde
kullanilmak tizere kurutma kagidi ile kurutuldu.

Sonucun hesaplanmasi: KNOj3’ {in 10 milimolarlik ¢ozeltisinden 1; 5; 10; 25; 50; 75;100;
200 milimolarlik seri diliisyonlar hazirlanir ve numunelere uygulanan tiim islemler
standartlara da uygulandi.

Iml glisin-NaOHbuffer tiim tiiplere konuldu. 1’er ml deproteinize numunelerden ve
standartlardan alindi. 2.5 g tartilan ve aktivasyon isleminden gecirilen kadmiyumlardan
tiimtiliplerin tizerine konuldu. 90 dk. oda 1sisinda karistirarak beklendi. Siire sonunda nitrit
Ol¢iimiiigin bu tiiplerden 2’ser ml alinarak iizerine 1 ml siilfanilamid ve 1 ml NNDA ilave
edildi.Karistirilir ve 45 dk. beklendikten sonra 545 nm’de okuma yapildi.

Direkt nitrit 6l¢iimii: NaNO; standartlarini 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200 milimolarlik seri
diliisyonlar hazirland1 ve deproteinize numunelerden kadmiyum ile reaksiyona sokmadan
direkt olarak 2’ser ml almarak ayr tiiplere konuldu. Uzerine 1 ml siilfanilamid ve 1 ml
NNDA eklendi. 45 dk. sonra 545 nm’de okuma yapild.

Nitrat aktivitesinin hesaplanmasi

Bulunan nitrat degerlerinden nitrit degerleri ¢ikarildiktan sonra sulandirma faktorii olan 20 ile
carpilip yine nitrat standardindan elde edilen faktér ile carptiktan sonra ¢ikan sonug

milimol/litre olarak hesaplanmis olur (91).
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3.13. Nitrotirozin (3-NT) Diizeyi:
Rat barsak dokusunda 3-NTx diizeyleri ELISA cihazinda ticari kit (Rat-3-

Nitrotyrosine (NT) Elisa Kit, Cusabio) yardimiyla 450 nm’de 6l¢iildii. (Kit referans araliklari
0.156 ng/ml-10ng/ml, sensitivitesi: 0.038 ng/ml).

3.14. Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik inceleme i¢in, dokular % 10’ Iuk tamponlu nétral formaldehit
soliisyonunda 24 saat fikse edildi. Orneklerin tiimii doku takip cihazinda rutin takibe alinarak
parafin bloklar hazirlandi. Bu parafin bloklardan mikrotom ile her doku 6rnegi i¢in 5 pm’lik
seri kesitler hazirlanarak Hematoksilen-Eozin (H&E) boyasi ile boyandi. Calisma, ayni
patolog tarafindan hangi doku Orneginin hangi gruba dahil oldugunu bilmeden ve doku
ornekleri icinden rastgele secim yapilarak gerceklestirildi. Hazirlanan preparatlar 151k

mikroskobu ile histopatolojik incelemeye tabi tutuldu.

3.15. istatistik

Istatiksel analizin yapilmasinda SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 15.0
kullanildi. Sonuglarimiz ortalama =+ standart sapma seklinde verildi. Biyokimyasal
verilerimizin degerlendirilmesinde ise gruplar arasindaki farklarin incelenmesi i¢in Non
Parametrik Kruskal-Wallis testi, iki grup arasindaki farkin degerlendirilmesinde de Mann-
Whitney U testi kullanildi. Her iki test icinde p<0.05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Oksidatif/Nitrozatif Stres Biyobelirte¢ Sonuclar:

Ratlarda olusturulan kolit modeli her grupta 8 adet rat olmak iizere 3 grup ve toplamda

24 adet rat iizerinde ¢alisildi. Deney siiresince gruplarda herhangi bir kayip yasanmadi.

Tim gruplardaki ratlara ait kolon dokusunda oksidatif/nitrozatif stres biyobelirteglerinin

diizeyleri Tablo 17 ve Grafik 1-6’da verilmistir.

Tablo 17. Oksidatif ve Nitrozatif Stres Biyobelirteglerinin Diizeyleri

Kolit Grubu * Tedavi Grubu** Kontrol Grubu***
CAT (U/mg protein) 11,35+4,65 18,02+6,03 26,22+9,85
SOD (U/mg protein) 30,50+12,73 49,20+19,06 55,13+21,27
MDA (nmol/mg protein) 8,08+2,67 6,61+1,98 3,12+1,05
GSH (umol/mg protein) 0,031+0,010 0,048+0,016 0,053+0,019
NO (nmol/g protein) 10,01+4,48 8,31+£3,10 4,08+1,87
3-NT (nmol/L) 6,13+2,54 4,01+1,63 1,65+0,59

**** Kolit ile kontrol gruplarinda CAT, SOD, MDA, GSH, NO ve 3-NT diizeyleri yoniinden istatiksel olarak

anlaml farkliliklar saptandi (p<0,05) (Mann-Whitney U test).

*** Tedavi ve kolit gruplart arasinda SOD ve GSH haric CAT aktivitesi yoniinden istatiksel olarak anlamli

farkliliklar saptanmadi(p>0,05)(Mann-Whitney U test)

*** Tedavi ve kolit gruplart arasinda MDA, NO ve 3-NT diizeyleri yoniinden istatiksel olarak anlaml
farkliliklar saptanmadi (p>0,05) (Mann-Whitney U test)
*x* ** Kontrol ve tedavi gruplart arasinda CAT, SOD, MDA, GSH, NO ve 3-NT diizeyleri yoniinden istatiksel
olarak anlamli farkliliklar saptandi (p<0,05)(Mann-Whitney U test).
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Grafik 1. Gruplar Aras1t CAT Aktivite Tayini
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Grafik 2. Gruplar Aras1 SOD Aktivite Tayini
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Grafik 3. Gruplar Arast MDA Diizeyleri
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Grafik 4. Gruplar Aras1 GSH Diizeyleri
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Grafik 5. Gruplar Aras1 NO Diizeyleri
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Grafik 6. Gruplar Aras1 3-NT Diizeyi
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4.2.Histopatolojik Bulgular

4.2.1. Makroskopik Skorlama Bulqular:

Kolonik mukozadaki makroskopik degisiklikler Campos tarafindan tarif edildigi gibi 5 farkl
sekilde siniflandirildi (92). Makroskopik morfoloji skorlamalar1 Tablo 18’de gésterilmistir.
Tablo 18. Makroskopik Morfoloji Skorlamalari (92).

DERECE | BULGU

0 Korunmus, normal gériiniimlii mukozal tabaka
1 Odem konjesyon ve yiizeyel iilserasyon olmadan eritemli alanlar
2 Lineer yiizeyel lilserasyonlar (7—15mm); deprese olmus eritematdz veya

daha koyu mukoza goriiniimii, grantiler zemin

3 Diizensiz zemin tizerinde iilserli alan (15—45mm); iilserli mukoza

¢evresinde normal adaciklarin ve 6demat6z mukozanin bulunmasi

4 Yaygin diizensiz ve multipl iilserler (>45mm); incelmis barsak duvari,

graniiler, irregiiler zemin

Calismamizda, kolon dokusundaki makroskopik hasar skoru degerleri istatistiksel
olarak medyan (minimum-maksimum) deger olarak ifade edildi. Asetik asit ile Kkolit
olusturulan grupta 3,0 (2,0-3,0) , kolit + 10 mg/kg/giin koenzim Q10 ile tedavi grubunda 2,0
(2,0-2,0 ve kontrol grubundaki degerlerin istatistik olarak birbirinden farkli oldugu
saptanmistir (p<0,05). Kolit grubunda belirgin diizeyde olusmus olan inflamasyon tedavi
grubunda anlamli sekilde azalmistir. Tablo 19’da gruplardaki makroskopik hasar skorlari

gosterilmistir.

Tablo 19. Makroskopik Hasar Skorlama Sonuglari

Gruplar Degerler
Kontrol 0+0
Kolit 3,0+1,2
Tedavi Ko Q10 2,0£0,9
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Grafik 7. Makroskopik Hasar Skorlama Grafigi
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4.2.2. Mikroskopik Skorlama

Mukozanin makroskopik olarak degerlendirilmesinden sonra histolojik degerlendirmeler
Yamamoto ve ark’nin uyguladigi sekilde yapildi. Kisaca, parafin bloklar olusturulduktan
sonra alman kesitler Hemotoksilen&Eozin ile boyanip mikroskop altinda incelendi. Kolonik
mukozadaki mikroskobik degisiklikler 0—3 degerleri arasinda derecelendirildi (93) (Tablo 20
).

Tablo 20. Mikroskopik Skorlama (93)

DERECE | BULGU

0 Normal epitel, hiicrelerde sisme yok, normal kript goriinlimii mevcut,
diisiik diizeyde monosit infiltrasyonu, ya hi¢ ya da ¢ok az notrofil

infiltrasyonu

1 Tek epitel hiicre kaybini ifade eder. Epitelyumda orta derecede sisme,
kriptlere tek inflamatuar hiicre infiltrasyonu, hafif monosit—nétrofil

infiltrasyonu

2 Multipl epitel hiicre kaybi, epitelyal diizlesme, kriptit olusumu ve orta

diizeyde monosit—nétrofil infiltrasyonu

3 Belirgin epitelyal {ilserasyon, kript abseleri ve monosit ve notrofil

diizeylerinde belirgin artis olmasi

Calismamizda, kolon dokusundaki mikroskopik hasar skoru degerleri, istatistiksel

olarak medyan (minimum-maksimum) deger olarak ifade edildi. Asetik asit ile Kolit
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olusturulan grupta 2,0 (1,0-2,0), kolit + 10mg/kg/giin dozundaki tedavi grubunda 1,0 (1,0-
0,0) ve kontrol grubunda 0,0 (0,0-0,0) oldugu gézlendi. Kolit, kontrol ve 10 mg/kg/giin
dozundaki tedavi gruplarinin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugu saptanmistir

(p<0,001). Kolit ve 10 mg/kg/gilin dozundaki tedavi grubunun ise istatistik olarak birbirinden
farkli olmadig saptanmistir (Tablo 21).

Tablo 21. Mikroskopik Hasar Skorlama Sonuglari

Gruplar Degerler
Kontrol 0+0
Kolit 2,0+0,8
Tedavi Ko Q10 1,0+£0,3

Grafik 8. Mikroskopik Hasar Skorlama Grafigi
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Gruplardan histopatolojik gértintimler

Resim 3. Kolit Grubuna AitHistopatolojik Degisiklikler: Belirgin Epitelyal Ulserasyon, Kript
apseleri, Monosit ve Notrofil Diizeylerinde Belirgin Artis

Resim 4. Kontrol Grubuna Ait Histopatolojik Goriintii: Normal Epitel ve Kript Gortintimii
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Resim 5. Tedavi Grubuna Ait Histopatolojik Gortintii: Multipl Epitel Hiicre Kaybi, Epitelyal
Diizlesme, Kriptit Olusumu Orta Diizeyde, Monosit ve Nétrofil Infiltrasyonu
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5. TARTISMA

Kolit kalin bagirsagin i¢ ylizeyini doseyen tabakanin iltihaplanmasi olarak ifade edilir.
Mukozada iltihaba ve kanayan yaralara yol acan, hastanin yagsam kalitesini ciddi 6l¢iide
etkileyen bir hastaliktir. Calismamiz da asetik asit ile olusturdugumuz akut kolit modelinde
Koenzim Q10’un koruyucu etkisinin ortaya konulmasi1 amag¢lamastir.

Tiim hiicrelerde ve membranlarda bulunan, mitokondriyal solunum zincirinin bir {iyesi
olan Koenzim Q, hiicre metabolizmasi i¢in son derece onemli fonksiyonlara sahip olup,
membran yapisinin ve fosfolipid tabakasimnin korunmasinda oldugu gibi antioksidan etkisi
olan bir molekiildiir. Kardiyovaskiiler hastaliklar, dejeneratif kas hastaliklari, kanserler,
diabetes mellitus ve norodejeneratif hastaliklar basta olmak {izere birgok patofizyolojik olayda
Koenzim Q diizeyleri degisiklik gostermekte ve bu durumun saglik veya hastalik ile
iligkilendirilmesi 6nem arz etmektedir. Ge¢misteki ve gilinlimiizdeki ¢alismalar daha ¢ok
insanlar {izerinde yogunlasilmistir. Bugiin koenzim Q10 klinik kullanima gegen ajanlar
arasinda yer almaktadir (94,95)

Hiicre kiiltiirii modellerinde yapilan ¢aligmada lipofilik antioksidan olan Koenzim Q’
nun, Alzheimer hastaliginda gorillen amiloid peptid olusumunu, nekroz ve apoptozisi
geciktirdigi ve hiicrelerin proliferasyon yeteneginin yenilendigi tespit edilmistir (96).

Hayvan modellerinde yapilan ¢alismalarda Koenzim Q10’ un, artan oksidatif streste
etkili oldugu diistiniildiigii, kas zayifligi, atrofi ve spastisite ile karakterize amyotrofik lateral
sklerozun (ALS) tedavisinde etkili olabilecegi gortilmiistiir (97).

Huntington hastalifi (HD) psikiyatrik belirtiler, hareket bozukluklar1 ve ilerleyici
demans ile karakterize kalitsal norodejeneratif bir bozukluktur. Hayvan modellerinde yapilan
caligmalarda Koenzim Q10 uygulamalarinin bu hastalikta goriilen beyin lezyon biiyiikliigiinii
azalttig1 belirlenmistir (98).

Parkinson hastalig1 (PD) titremeler, muskuler sertlik ve yavas hareketler ile karakterize
norodejeneratif bir hastaliktir. Parkinson hastalarinda gergeklestirilen Koenzim Q10
uygulamalarindan sonra biligsel islevlerin azalmasinda gecikme ve nérokoruyucu etki
goriilmiistiir (99).

Kalp, karaciger ile birlikte yiiksek konsantrasyonda Koenzim Q igeren bir organdir.
Oksidatif stres, kardiyovaskiiler hastaliklarin patofizyolojisinde énemli rol oynar. Iskemik
kalp hastaligi ve diisiik plazma koenzim Q10 diizeyleri arasinda iliski bulunmaktadir (100).
Insanlar ve hayvanlarda kalp yetmezligi ile hipertansiyon hastalarmin tedavi siirecinde tek
basina veya terapoétik ilaglar ile birlikte koenzim Q10 takviyesi yapilmasinin yararl etkileri

oldugu goriilmiistiir (100,101). Pulmoner arteryal hipertansiyonlu (PAH) hastalarda koenzim
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Q uygulamasinin mitokondriyal fonksiyonu gelistirerek hastalik siirecine olumlu etki edecegi
ileri siriilmiistir (96). Aterosklerotik kardiyovaskiiler hastaligi, kronik hemodiyaliz
hastalarinda mortalitenin 6nemli bir nedenidir. Plazma koenzim Q10 seviyelerindeki anormal
degisimlerin, hemodiyaliz hastalarinda endotelyal disfonksiyonun gelisimine olanak
saglayabilecegi ve subklinik kardiyavaskiiler risk degerlendirilmesinde belirte¢ olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir (102).

Hepatoselliiler karsinoma, glinlimiizde en ¢ok karsilasilan kanser tiplerinden biridir ve
viicutta sekillenen reaktif oksijen ve azot tiirleri ile miicadelede viicut tarafindan iiretilen
antioksidanlar yeterli olamamaktadir. Ratlarda yapilan bir calismada deneysel olarak
hepatoselliiler karsinoma olusturularak koenzim Q10 uygulamasi yapilmis ve serum oksidatif
parametrelerinin ve karacigerin histopatolojik olarak degerlendirilmesi sonucunda, koenzim
Q10 uygulamasiin hepatoselliiler karsinoma tiizerine dnemli terapotik etkisi oldugu tespit
edilmistir (103). Meme, akciger ve pankreas kanseri bulunan hastalarda plazma koenzim Q10
diizeylerinin anormal derecede diisiik oldugu bulunmustur. Melanomali hastalarda plazma
koenzim Q10 diizeylerinin metastazin Onceden belirlenmesinde kullanilabilecegi ve
melanomanin ilerleme riskini tahminde giiglii bir prognostik faktor oldugu belirtilmistir (104).

Akut hepatik hasar olusturulan ratlarda lipid peroksidasyonunun arttig1, serum aspartat
amino transferaz (AST) ve katalaz aktivitesi ile TNF-alfa (tiimor nekroz faktor) ve NADH
oksidaz (NOX) degerlerinin diistiigii tespit edilmistir. Koenzim Q10 uygulamasimin akut
hepatotoksisite  lizerine koruyucu etkisi oldugu ve karacigerlerin histokimyasal
incelenmesinde iyilesme gozlendigi bildirilmistir (105).

Canlilarin hayatsal ve biyokimyasal fonksiyonlarini siirdiirebilmesi i¢in, oksidanlar ve
antioksidanlar arasinda siirekli olarak kontrol edilmesi gereken bir denge s6z konusudur. Bu
dengenin oksidanlar lehine bozulmasi, oksidatif hasara sebep olmaktadir (106). Oksidatif
stresin  IBH patogenezi iizerinde etkin rolii oldugu aydimlatilmistir (107). IBH hastalarinda
olan oksidatif strese bagli hasar yalnizca bagirsak mukozasi ile sinirli kalmayip, ayn1 zamanda
periferal kan l0kositlerini de etkilemektedir (108,109). Aktive nétrofillerin dolagimdan
ayrilarak akut inflamasyonda bagirsagin mukoza ve submukozasina girer, bagirsagin
hasarlanmasina katkida bulunabilen lipit mediatorleri, laktoferrin proteazlar, reaktif oksijen ve
nitrojen tiirevlerinin asirt {iretimine neden olur (110). Bu oksidan molekiillerinin asir1
tiretilmesi sonucunda hiicre igerisinde antioksidanlar oksidan molekiilleri yeterince yok
edemez ve ‘oksidatif stres’ adi verilen durum ortaya c¢ikar ve kontrolsiiz lipid
peroksidasyonuna neden olur. Poliansatiire yag asitlerinin oksidasyonu, MDA gibi aldehidleri

de iceren kompleks karisgimlarin olusmasiyla iliskilidir. MDA, siklikla lipid peroksit
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seviyesinin Ol¢limiinde kullanilir. Oksidanlar i¢inde en ¢ok bilinen aldehit, MDA olup, bir
dokuda diizeyinin artmasi lipit peroksidasyon seviyesini yansitmaktadir ve hasarli dokunun
bir belirteci olarak g6z Oniine alinmaktadir. Kurutags ve arkadaslarinin ¢alismalarinda ise
asetik asit ile olusturulmus kolit modelinde NAC’nin uygulanmasinin organizmayi lipid
peroksidasyonunu zararli etkilerinden koruduklarin1 saptamiglardir (111). Kaya ve
arkadaglarinin yaptig1 calismada ise, lavman seklinde verilen glutaminin, kolitin yaptig
morfolojik hasarin ciddiyetini azalttig1, kolon mukozasinda lipid peroksidasyonunu diizelttigi
ve mukozal absorbsiyon kapasitesine hasar vermedigi saptanmustir (112). Ratlar tizerinde
yapilan diger bir calismada ise, kolit olusturulan grubun, saglikli kontrol grubuna gore
istatistiksel acidan onemli diizeyde artmig total oksidan seviyesi oldugu ortaya konmustur
(106). Yine kolit modeli olusturulan ratlar iizerinde yapilan baska bir ¢alismada, kolit
grubunun, saglam kontrol grubuna kiyasla daha yliksek MDA diizeyine sahip oldugu, ancak
aradaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi belirtilmistir (113). Yapmis oldugumuz
caligmada da, MDA seviyelerine bakildiginda, kolit grubunda MDA seviyeleri, kontrol
grubuna kiyasla istatiksel olarak anlamli olarak daha yiiksek saptandi. Koenzim Q10 verilen
grupta, MDA seviyesi, kolit grubuna gore, diisiis olmasina ragmen istatiksel olarak anlaml
degildi. Asetik asit ile olusturulan kolit modelinde MDA diizeyinin kontrol degerlerine
ulagsmasi i¢in Koenzim Q10 tedavisinin doz ya da siirenin artirilmasi ile miimkiin olabilecegi
diistiniilmektedir.

Asetik asit, deneysel kolit modeli olusturmak igin kullanilan anlamli ajanlar
arasindadir. Asetik asitin kolit patogenezinde, reaktif oksijen tiirlerinin artisina neden olmasi
ve bu olusan oksijen radikallerinin antioksidan diizeyinin azaltmasi gérev alabilir (114,115).
Reaktifoksijen radikalleri; DNA, lipid, protein, karbonhidrat gibi biyolojik molekiillerin
hasarma neden olan bir dizi zincir reaksiyonunu aktifler ve boylece biyomolekiiller, dokularda
fizyolojik fonksiyonlarini yitirebilirler (115). Sonug olarak, hiicrelerde geri doniisiimlii veya
geri donlisiimsiiz hasar olusabilir. Serbest radikallerin yapabilecegi bu hiicresel hasar;
karaciger (116), beyin (117), kolon (118) ve derinin (118) ¢esitli hastaliklarinin
patofizyolojisinde rol alabilir. Verilen antioksidan tedavi ile kalin barsaktaki bu oksidan
denge bozuklugunun kontrol edilmesinin miimkiin oldugu goriilmiistiir. Daha dnce yapilan
caligmalarda; deneysel kolit modelinde vitamin E, selenyum ve trimetazidin gibi
antioksidanlarin yararli etkileri gosterilmistir (119,120). Yakin zamanda yapilan benzer
calismalarda da, antioksidan o6zellikteki L glutamin, melatonin, askorbik asit ve NAC’1n Kolit

tablosundaki oksidatif stresi azalttig: saptanmistir (121,122).
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SOD, superoksit anyon radikalinin dismutasyonunu katalizleyen enzim sinifindadir ve
oksiradikallere karsi primer koruyucu rolii iistlenir. SOD hiicredeki baslica reaktif oksijen
tiirlerinden siiperoksit i¢in 6nemli bir antioksidandir. Ayni zamanda SOD, endojen olarak
olusturulan siiperoksit radikallerinin toksik etkilerinden hiicreleri koruyan bir grup
metalloenzimdir. Bu nedenle yapilan ¢alismalar daha ¢ok SOD aktiviteleri ile alakalidir.
Bizim ¢aligmamizda kolit grubunda kontrole kiyasla SOD aktivitesinde belirgin bir azalmanin
olmast; kolit hasarinin hiicre i¢inde superoksit anyon radikallerini arttirdig1 ve SOD enziminin
inhibisyonuna neden oldugunu diistindiirmektedir. Buna ek olarak, c¢alismamizda kolit
hasarima karsi koenzim Q10 tedavisi verilen grupta SOD enzim aktivitesinin arttig
gozlenmistir. Ancak bu artis istatiksel olarak anlamli bulunmamistir. Koenzim Q10’nun doz
ya da siiresini artirarak kolitli barsak hiicresi i¢inde superoksit anyon radikalinin diizeyini
azaltarak SOD aktivitesini arttiracagi diistiniilmektedir.

CAT esas olarak peroksizomlarda daha az olarak sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda
bulunmaktadir. Yapisinda dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Karaciger ve
eritrositlerde en yiiksek affiniteye sahiptir. Baglica etkisi H202’yi su ve molekiiler oksijene
parcalamaktadir. SOD araciligiyla olusmus H202 bir radikal olmamasina karsin en reaktif
SOR (serbest oksijen radikali) olan OH- radikalinin 6nciisiidiir. Bu sebeple birgok SOR’dan
daha fazla oksidatif hasara yol agar. Calismamizda kolit modeli ve tedavi grubunda CAT
aktivitesinde, kontrol grubuna gore dnemli azalma goriiliirken, koenzim Q10 tedavisi ile bu
onem arz eden diisiis azalma egilimi gostermistir (123). Kolit grubunda hiicre igerisinde
yiiksek oranda iiretilen HyO,-in CAT 1n aktivitesini azalttigi diisiiniilmektedir. Dolayisiyla
SOD ve CAT’in kombine etkisi goze c¢arpmaktadir. Tedavi grubunda koenzim Q10
tedavisinin koruyucu etkisi ile CAT aktivitesinin artti§1 diisiiniilmektedir. Bu sonu¢ koenzim
Q10 tedavisi ile antiinflamatuvar CAT diizeylerinin arttigim diisiindiirmektedir. Ustelik kolit
grubu ile tedavi grubu kiyaslandiginda anlamli bir fark saptanmistir. Tedavi grubunda CAT
aktivitesinin artis1 koenzim Q10 nun antioksidan aktiviteye sahip oldugu gostermektedir.

GSH en 6nemli hiicre i¢i antioksidandir. Calismamizda kolit grubunda GSH diizeyi
kontrol grubuna gore azalmistir. Sido ve ark. (124) Crohn hastalarinda kolonik mukozada
total GSH diizeyi ve GSH sentezinde yer alan enzim aktivitelerinde diisiis oldugunu, bu
diistisiin asil sebebinin inflame bolgede daha bariz oldugunu ortaya koymuslardir. Bizim
calismamizda da kolit grubunda GSH diizeyinin azalmasi yukardaki calismalari destekler
niteliktedir.

NO inflame kolondaki diiz kas hiicrelerinde ve makrofajlarda bulunur (125). Mukozal

inflamasyon salinan inflamatuvar medyatorler araciligiyla uyarilabilir. Nitrik oksit sentazi
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uyararak NO salinimini arttirir ve kolonik dilatasyona sebep olur. Ulseratif kolitli hastalarn
kolonik mukozalarindakine benzer sekilde kolitli hayvan modellerinde indiiklenebilir nitrik
oksit sentetaz (iNOS) ekspresyonunda artis tespit edilmistir (126). Cao ve arkadaslarinin in
vitro calismasinda iilseratif kolitli hastalarin mukozal hiicrelerinin kontrol gruplarina gore
ciddi oranda daha fazla H,O; , IL-1p ve NO salgiladiklar1 gosterilmistir (127). Akgiin ve ark.
(125), doku NO diizeylerinin 2 giin stireli NAC (20 mg/kg/giin) uygulamasi ile artarken, 7
giinlik uzun donem NAC (100 mg/kg/giin) kullanimi ile azaldigini ortaya koymuslardir.
Ebrahimi ve ark. (128) 4 giin siireyle uygulanan 160 mg/kg/giin ve 240 mg/kg/giin NAC
dozlarinin doku NO seviyesini diistiiglinii ortaya koymuslardir. Calismamizda kolit grubunda
kontrole kiyasla NO diizeyinde artis saptanmistir. NO iiretimindeki artisin, spesifik olarak bir
hastaligi gostermemesine ragmen inflamatuvar sitokinlerin ve diger medyatorlerin agiga
¢iktigt ve immun olarak aktif bir donemin gostergesi olabilir. Ayrica asetik asit ile
olusturulan deneysel kolit modelinde koenzim Q10 ile bu hastaligin tedavisi i¢in umut verici
gelisme olarak goriilebilir.

Kolit, inflamasyon gibi bir¢ok patolojik olayda hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu
artarak NO ve siiperoksitin simultane olarak saliverilmesine yol acar. Makrofajlar ve
notrofiller stimiile edildiklerinde NO ve siiperoksiti salivererek peroksinitrit olusumuna
neden olabildikleri gibi, NO ve siiperoksit farkli hiicrelerden saliverilip peroksinitrit
olusturabilirler. Peroksinitrit proteinlerdeki veya serbest halde ki tirozinin fenolik halkasina
nitro grubu ekleyerek 3-NT olusturur. Bu reaksiyon spontan olarak olusabilecegi gibi, gecis
metalleri, SOD, CO, ve myeloperoksidaz tarafindan katalize edilir (129). Nitrit oksit ve
hipoklordz asit reaksiyon iiriinleri gibi ajanlarin peroksinitritten bagimsiz olarak 3-NT
olusturabildiklerinin bildirilmesine karsin, biyolojik sistemlerde olusan 3-NT’in yaygin olarak
olusabilen peroksinitrit’den dolay1 olmasi ve peroksinitrit olusumunu yansitmasi daha olasidir
(130). Hem NO’nun hem de siiperoksitin konsantrasyonunun arttig1 ve/veya ozellikle SOD
aktivitesinin diisiik oldugu kolit gibi patolojik olaylarda peroksinitrit olusumu belirgin olarak
artar (130). Aylin ve ark. (131), asetik asit ile olusturulan deneysel kolit modelinde kolit
grubu ile NAC-1 ve NAC-2 tedavi grubunun 3-NT diizeylerinin kontrol grubuna gére anlamli
derecede arttigini saptamislardir. Calismamizda kolit’de 3-NT diizeylerinin artmasi, kolit
hasarinda peroksinitritin olustugunu gostermektedir.

Tez calismamizda kolit grubundaki ratlarin hepsinde makroskobik hasar gézlendi.
Ayrica mikroskobik hasarlanma bulgular1 olan epitelyal hiicre kaybi, kript absesi ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu olugsmayan denek yoktu. Bulgularimiz kolit modelinin

basariyla gerceklestigini gostermektedir. Koenzim Q10 tedavi gruplarindaki ratlarin
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makroskobik hasar bulgular1 sunucu ile Koenzim Q10, tedavi grubunda hasar derecesini
azalttig1, ancak tamamen diizelme gozlenmedigi, mikroskobik bulgularimizin sonucunda ise
tedavi grubuna uygulanan 10 mg/kg doz Koenzim Q10 ‘un etkisinin hafif derecede oldugunu
gosterdi.

Sonug olarak literatiirde IBH hastalarmin bagisiklik hiicreleri, oksidan ve antioksidan
sistemlerinin detayli bir sekilde degerlendirilmedigi, bu mekanizmalarin heniiz net olarak

cozlimlenmedigi ve daha fazla arastirmaya ihtiyac oldugu ortaya konulmustur .
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6. SONUC VE ONERILER

Deneysel olarak % 4’liik asetik asit ile olusturulan kolit modelinde arastirilan koenzim
QI10’nun etkileri incelenmis ve asagidaki sonuglar ortaya konmustur:
1. % 4’liik asetik asit ile deneysel olarak anlamli sekilde kolit olusumu saglanmustir.
2. Histopatolojik incelemede kolit grubunda belirgin epitelyal {ilserasyon, kript abseleri,
monosit ve nétrofil diizeylerinde belirgin artis gozlenirken tedavi grubunda bu bulgularin
daha hafif diizeyde oldugu gozlendi.
3. Kolit grubunda kontrol ve tedavi gruplarina gére MDA, NO, 3-NT diizeyleri artarken CAT,
SOD ve GSH diizeyleri anlamli olarak azalmistir (p<0.05).

Sonu¢ olarak, deneysel kolit modelinde, olusan serbest oksijen Ve nitrojen
radikallerinin etkisini onlemek amaciyla verilen koenzim Q10’nun olumlu etkileri oldugu,

histopatolojik ve biyokimyasal olarak diizelme sagladigi gézlemlendi.
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