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OZET
RATLARDA DENEYSEL OLARAK OLUSTURULAN KOLIT MODELINDE

N-ASETIL SiSTEIN VE BETA-GLUKANIN ETKILERI

Giris ve Amac: Ulseratif kolit kalin barsagi ve rektumu tutan diffiiz mukozal
inflamasyonla karakterize rekiirren, idyopatik ve kronik bir hastaliktir. Etyolojisi tam olarak
bilinmemekle birlikte, genetik ve ¢evresel faktorler su¢lanmaktadir. Son zamanlarda insan ve
hayvanlarda inflamasyona ugramis kalin barsakta oksidan/antioksidan denge degisikligi
gozlenmistir. N-asetilsistein ve beta glukan antioksidan, antiinflamatuvar Ozellikte olan
maddelerdir. Beta glukan ayrica immiin-modulatuvar ajan olup etkisini makrofaj, notrofil vb.
inflamatuvar hiicreler {izerinden gosterir. Bu c¢alismada ratlarda asetik asit (AA) ile
olusturulmus kolit modelinde, N-asetilsistein ve beta-glukanin muhtemel yararli etkilerini

arastirmay1 amagladik.

Yontem ve gerecler: Bu ¢alismada 220-250 gr 50 adet erkek Wistar Albino rat
kullanild1. Birinci gruba (kontrol grubu) intrarektal saline verildi ve 1 hafta boyunca hergiin
calisma maddesi olmayan normal oral besin verildi. Ikinci gruba (kolit modeli) normal oral
besinden 1 saat sonra rektal yoldan asetik asit verildi ve 6 giin boyunca normal oral besin
verildi. Ugiincii gruba (beta glukan+kolit) 100mg/kg beta glukan tek doz oral verildikten 1
saat sonra rektal asetik asit verildi. 6 giin boyunca beta glukan 100/mg/kg/giin oral yol ile
verildi. Dordiincii gruba (N-asetilsisteintkolit) 200mg/kg tek doz oral N-asetilsistein
verildikten 1 saat sonra rektal asetik asit verildi ve 6 gilin boyunca 200mg/kg/giin N-asetil
sistein oral yolla verildi. Besinci gruba (N-asetilsistein+beta glukan+kolit) 200mg/kg N-asetil
sistein ve 100 mg/kg beta glukan tek doz oral olarak verildi ve 1 saat sonra rektal asetik asit
uygulandi sonrasinda 6 giin boyunca oral yolla beta glukan 100mg/kg/giin ve NAC ise 200
mg/kg/glin verildi. Caligmanin sonunda kalin barsak distal 8§ cm’lik kismi ¢ikarildi.

Histopatolojik ve biyokimyasal inceleme i¢in 6rnekler alindi.

Bulgular: Monoterapi ve kombine terapi verilen gruplarda kolit grubuna gére MDA
ve MPO diizeyleri anlamli olarak diisiik; SOD, KAT diizeyleri ise anlamli yiiksek oldugu
gozlendi. Tedavi gruplart igerisinde MDA ve MPO diizeyleri arasinda anlamli fark yoktu.
NAC’in tek basma verildigi grupta GPx diizeyinin en yiiksek oldugu izlendi. Diger
antioksidan enzimlere baktigimizda (SOD, KAT); NAC grubuyla BG grubu arasinda anlamli

fark yok iken kombinasyon verilen grupta antioksidan savunma NAC grubundan anlamli
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olarak diisiik gobzlendi. Mikroskopik degerlendirmede histolojik skor ortalamalar

incelendiginde kontrol ve tedavi gruplari arasinda istatiksel olarak anlamli fark goriilmedi.

Sonuclar: Bu calismada N-Asetilsistein ve b-glukan’in AA ile olusturulmus kolit
modelinde yararl etkileri olduguna fakat kombinasyon tedavisinin monoterapiye ek bir katki

saglamadig1 sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Beta-glukan, N-Asetilsistein, oksidatif stres, deneysel kolit



SUMMARY
THE EFFECTS OF N-ACETYL CYSTEIN AND BETA GLUCAN IN
EXPERIMENTAL COLITIS MODEL IN RATS

Introduction and Aim: Ulcerative colitis in an idiopathic and chronic disease
characterized by diffuse mucosal inflammation in colon and rectum. While the exact cause
remains unknown, possible etiological factors, including genetic, immunologic, and
enviromental, have been implicated. Recently, the altered oxidant/antioxidant status in the
inflamed colon has received attention in both humans and animals. N-acetylcysteine and beta-
glucan are anti-oxidant and also anti-inflammatory substances. Beta-glucan is also an
immunomodulatory agent and affects via inflammatory cells like macrophage, neutrophil etc.
The aim of the present study was to evaluate possible protective effects of N-acetylcysteine
and beta-glucan against acetic acid-induced colitis in a rat model.

Materilas and Methods: In this study 50 male Wistar-Albino rats weighing 220-250
g, were used. Following a 24 hour fast first group (control group) received intrarectal saline
and fed normal oral diet that is not included study substance during one week. Second group
(colitis model) received acetic acid after 1 hour of normal diet and fed normal oral diet during
6 days. Third group (colitis and beta-glucan) received rectal acetic acid after one hour of 100
mg/kg beta-glucan oral single dose and they received oral 100 mg/kg/day during 6 days.
Fourth group (N-acetylcysteine +colitis) received rectal acetic acid after one hour of
200mg/kg oral single dose N-acetylcysteine and they received oral 200 mg/kg/day during 6
days. Fifth group (N-acetyl cysteine+Beta glukan+colitis) received rectal acetic acid after one
hour of 200 mg/kg N-acetylycteine and 100 mg/kg beta-glucan single oral doses, and they
received beta-glucan 100 mg/kg/day and N-acetylcysteine 200 mg/kg/day during 7 days. At
the end of the study the distal 8 cm of the colon was removed. Histopathologic and
biochemical assesments were carried out.

Results: MDA and MPO levels were significantly low, SOD and KAT levels were
significantly higher in monotherapy and combined therapy groups. This findings suggest that
all treatment modalities have beneficial effect on inflammation that seen in colitis. Of
treatment groups MDA and MPO levels were not significant. Gpx levels were highest among
only NAC treated group. For other anti-oxidant enzymes (SOD,KAT), there were no
difference between NAC and BG group, but in combination group anti-oxidant defence was
lower than NAC group. Microscobic evaluation revealed that damage score was lowest in

NAC group, but no statistical significance was found between treatment groups.
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Conclusions: The results of this study suggest that N-asetilsistein and/or b-glukan
treatment modalities have beneficial effect in colitis. But combined therapy compared with
monotherapy did not show additional beneficial effect.

Key words: Beta-glucan, N-Acetylcysteine, oxidative stress, experimental colitis
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1. GIRIS VE AMAC

Ulseratif kolit, kalin barsagin kronik ve tekrarlayici inflamatuvar bir hastaligidir.
Etyolojisi kesin olarak bilinmemesine ragmen, cesitli faktdrler suglanmistir. Bunlarin
baslicalar1; genetik faktorler, immunolojik anormallikler ve c¢evresel etkenler olarak
sayilabilir (1,2). Son yillarda reaktif oksijen metabolitleri (ROM), inflamatuvar barsak
hastaliklarinin patogenezindeki rolii arastirilmistir (3-5). Toksik oksijen metabolitlerinin,
lizozomal enzimlerin ve arasidonik asit metabolizma {iriinlerinin inflamatuvar barsak
hastaliginda inflamasyonlu mukozadaki nétrofillerden iiretildigi gosterilmistir. ROM artisinin
onemli kaynaklarindan birisi de iskemi-reperfiizyon hasarini veya inflamasyonu takiben
mukozadaki aktive olmus fagositlerdir (6). Fagositik 6zellikteki nétrofiller siiperoksid (O;")
iiretebilmekte ve bircok ROM'nin olusumuna neden olan yolag: baslatmaktadirlar. Bu yolagin
sonucunda H,0, ve myeloperoksidaz (MPO) reaksiyonunu takiben hipoklorik asit
olusmaktadir (7). Ikinci olast ROM ise, ksantin oksidaz yoludur. Bu yolda kalin barsak
hiicreleri  ksantin/hipoksantin'in ~ {irik  asite  doniislimii  sirasinda O, anyonlarini
olusturmaktadirlar (8). Siiperoksid anyonu (O;") ve hidrojen peroksit (H,O;) olusumunun
liclincii mekanizmasi1 ise arasidonik asitin, lipooksijenaz (lokotrienleri olusturarak) veya
siklooksijenaz (prostaglandinleri olusturarak) yollariyla oksidasyonudur (9).

ROM iiretimi bir¢cok antioksidan sistemin koruma mekanizmasi ile kontrol altina
alinabilmektedir. Bu sistemlerden bazilarin1 katalaz (KAT), siiperoksid dizmutaz (SOD) ve
glutatyon peroksidaz (GPx) olusturmaktadir. Antioksidan tedavi ile kolit modelinde faydal
sonuglar elde edilmistir (10). Yapilan diger bir calismada kolit modelinde intraperitoneal
olarak verilen antioksidan ajan N-Asetilsistein (NAC)’ in iyilestirici etkisi gosterilmistir(11).
Bagka bir calismada ise ratlardaki sepsis modelinde oral verilen beta-Glukan ve NAC’in
antioksidan etkiyle inflamasyonda gerilemeye neden oldugu gésterilmistir (12). Ulseratif kolit
hastalarindan alinan biyopsilerle yapilan bir calismada ise katalazin ROM'ni azalttigi
goriilmiistiir (13).

Beta-glukan, ekmek mayasinda, tahilda ve mantarlarda bulunan, hiicre duvarinin
yapisinda yer alan fiber formda bir polisakkarittir (14). Dogal mayada ve mantarlarda temel
olarak b-1,3 glukan veya b-1,6 glukan olarak bulunur. B-glukan’in in vivo uygulanmasi ile
cesitli infeksiyonlara ve tiimor gelisimine karsi konak yanitinda bir artis bildirilmistir (15,16).
Farkli b-glukanlarin farkli etkilere sahip olmasinda molekiil agirliklarinin ve dallanma
yapilarinin etkin oldugu one siiriilmesine ragmen heniiz tam olarak agiklanamamuistir. Birgok

caligmada b-glukanin antioksidan etkisi oldugu gosterilmistir (17-18).



N-asetilsistein (NAC) ise L-sisteinin N-asetil derivesidir. Glutamat, sistein ve
glisinden sentezlenir. Rediikte glutatyon (GSH) sentezinde bir substrat olarak goérev alir.
Glutatyon peroksidaz (GPx) gorevli reaksiyonda sistein kaynagi olarak antioksidan defansta
onemli rol oynar. En 6nemli endojen antioksidandir. Bu nedenle bir¢ok ¢alismada NAC‘in
antioksidan 6zelligi gézlenmistir (19-20).

NAC ve B-glukan’in etkilerinin tek olarak deneysel kolit tedavisinde arastirilmig
olmasina ragmen, bu iki ajanin kombinasyonu literatiirde rastlanmamistir. Bu tez
calismasinda; asetik asitle (AA) olusturulan deneysel kolit modelinde NAC ve b-glukan’in

olas1 yararh etkilerini arastirmay1 amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ulseratif Kolit Tanimi

Ulseratif Kolit (UK); kisilerde genetik ve ¢evresel faktdrlerin etkisiyle, intestinal
mukozada bakteriler ve diyet antijenleri ile immun sistemin uyarilmasi sonucu meydana gelen,
remisyon ve alevlenmelerle seyreden gastrointestinal sistemin inflamatuvar hastaligidir.

UK ve Crohn hastalign (CH) inflamatuvar barsak hastaligi bashig altinda
incelenmelerine karsin; yerlesim yerleri, klinik 6zellikleri, komplikasyonlari, prognozlari,
medikal ve cerrahi tedaviye verdikleri yanitlar farklhidir. Klinik bulgular, mikrobiyolojik,
radyolojik, endoskopik ve histopatolojik incelemelerle ayirict tan1 tam yapilabilir. UK primer
olarak kalin barsak mukozasini diffiiz olarak, simetrik ve arada saglam kisim birakmaksizin
tutar. Rektumdan baslayarak kalin barsagin diger segmentlerine yayilabilir. CH, UK’den
farkl1 olarak agizdan aniise kadar tim sindirim kanalini mukozadan serozaya kadar

(transmural), asimetrik ve segmenter tarzda tutabilen bir hastaliktir (21).

2.2. Tarihcesi

Ulseratif kolit ilk olarak Samuel Wilks tarafinca basilli dizanteriden ayri oldugu
ortaya konup ‘Basit Idiopatik Kolit’ olarak adlandirilmistir (22). Aym yil igcinde Bankes,
dilate incelmis ve siddetli inflamasyonlu kalin barsak hastalig1 olarak tarifleyip ‘Idiopatik
Kolit’ adimi vermistir (23). Hawkins ise 1909 yilinda, hastaligin intermittan ya da kronik
olabilecegini ve ilk atakta dahi 6liimciil olabilecegini belirtmistir. Londra da ayn1 yil iginde
300 vaka yaymlanmistir (24). Kolitin ilk ayrintili tanimi Sir Arthur Hurst tarafindan
yapilmistir (25,26). Yine de Hurst, hastaligi primer infektif dizanteri olarak kabul edip diger
faktorlerin sekonder olarak etki ettigini sdylemistir (27). Ulseratif kolit sigmoidoskopik
olarak  dizanteriye  benzedigi i¢in, hastaligi  tasiyanlarda feceste  dizanterik
mikroorganizmalarin {iremesi nedeniyle ve tedavisinde polivalan anti-dizanterik serumun
etkili olabilmesi nedeniyle, hastaligi ‘Primer Infektif Dizanteri’ olarak kabul etmistir. Bu
durum ve {ilseratif kolit de serumda artan shigella aglutinasyon titreleri, iilseratif kolit ile

dizanteri arasinda epidemiyolojik bir iliskiyi akla getirmistir (28,29).

2.3. Epidemiyoloji

Ulseratif kolit biitiin diinyada goriilen, insidansi farkli topluluklarda ve cografik
alanlarda ¢ok biiyiik degisiklikler gdsteren bir hastaliktir. UK’in epidemiyolojik 6zellikleri
Tablo I’de 6zetlenmistir (30).



Tablo 1. Ulseratif kolit’in Epidemiyolojik Ozellikleri

Insidans1 11/100.000
(Amerika’da)

Baslangi¢ Yasi 15-30,60-80
Kadin/Erkek Orani 1/1

Sigara I¢imi Koruyucudur

Oral Kontraseptifler | Riski artirmaz

Apendektomi Koruyucudur
Etnik Koken Yahudi> Yahudi olmayan siyahlar> Afrikali-Amerikali> Hispanik>
Asyali

Monozigot ikizler Konkordans %13

Dizigot Ikizler Konkordans %2

2.3.1.Yas ve Cins

Yas gruplar incelendiginde, UK olgularinin 15-30 ve 60-80 yaslar arasinda yi1gilim
gosterecek sekilde dagildigi saptanmistir. Bu bimodal dagilimin temelinde geng hastalarda,
luminal antijenlere karsi immiin yanitta artisa neden olan genetik yatkinlik s6z konusuyken;
buna karsin daha yashlarda kronik cevresel etkenlere maruz kalma sonucu inflamatuvar

yanitin artmasi rol oynar (31). Olgularda kadin ve erkek oranlar1 yaklasik olarak esittir (32).

2.3.2. Cografi Faktor

UK’in goriilme sikhig1 cografik bolgelere gore farkliliklar gosterir. UK insidansi 2-
10/100 000, prevalans1 35-100/100 000 arasinda degisir. UK cografik bolge olarak; Amerika
Birlesik Devletleri ve kuzey Avrupa iilkelerinde, irk olarak beyaz irkta ve etnik koken olarak

yahudilerde daha fazla goriilmektedir (33).

2.3.3. Irk Faktorii

Yapilan ¢alismalara gore Afrika kokenli Amerikalilarda, insidansin Amerikali
beyazlardan daha az oldugu gosterilmistir. Asya irkinda ise, beyazlar ve Afrika kokenli
Amerikalt’lara gore insidans hizi daha diisiiktiir. Diger yapilan calismalarda, yiiksek riskli
cografi bolgelere goc edenlerde UK insidans hizinmn arttigi gosterilmistir (34). Bu bulgu

cevresel faktorlerin UK etiyopatogenezinde énemli rol oynadigmin gostergesidir (31).




2.3.4. Etnik Gruplar Arasindaki Dagihim

Yahudiler’de, UK sikhigi diger etnik gruplara gore 2-4 kat yiiksek bulunmustur
(21,30). Hastaligin siklig1 yahudiler arasinda bolgeden bolgeye farkliliklar gostermekle
birlikte, davranis sekli genel populasyona benzerdir (35). Israil, Askenazi yahudilerinde
siklig1, Sephardik yahudilerden fazladir ama, Amerika’da ve Kuzey Avrupa’da yasayanlardan
azdir. Goriilen bu bolgesel farkliliklar yahudiler arasinda genetik farkliliklar oldugunu

destekler (32,35).

2.3.5. Sosyoekonomik Diizey ve Mesleki Dagilim

Yiiksek sosyoekonomik diizeyi olan, iyi egitim almig kesimde, diisiik sosyoekonomik
diizeyli kesime gore UK daha sik goriilmektedir. Baz1 galismalar acik alanda calismak ve
egzersizin UK den koruyucu oldugunu gdstermistir; oysa klimali ortamda ¢alismak, fazla

mesai veya diizensiz vardiyanin hastalik riskini artirdigi belirtilmistir (28).

2.3.6. Kent ve Kirsal Alan Arasindaki Dagihim
Birkag farkli calisma UK insidansindaki artisin kentlerde, kirsal alana gére daha fazla
oldugunu gostermistir. Bu goriis kentsel ve kirsal kesimin saglik hizmetinden esit oranda

faydalanamadigi i¢in tartigmalidir (31).

2.4. Etiyoloji ve Patogenez

Ulseratif kolitin etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte; infeksiyon, diyet alerjisi,
bakteriyel ya da kisinin kendi antijenlerine karsi gelisen immun yanit ve psikosomatik teori
gibi pek c¢ok hipotez etyolojide 6ne siiriilmiistiir (32).

Bugiin i¢in gecerli olan goriis, zeminde yer alan inflamatuvar hiicreler ve sitokinlerle
olusan inflamasyondur. Etyolojik olarak bir takim genetik bozukluklar, enfeksiydz ajanlar,
emosyonel stres, alkol ve sigara kullanimi, oral kontraseptif alimi ve rafine yiyeceklerin
tiiketimi gibi ¢evresel baz1 faktorler sorumlu tutulmaktadir. Etyolojiden sorumlu olan ajan ne
olursa olsun her iki hastalik da sonucta doku diizeyinde hasar ile seyretmektedir (36).

UK’in genetik (1. ve 4. kromozom) ve cevresel faktorlere dayanan temelinin oldugu
caligmalarla  desteklenmekledir (37); ancak kalitsal paternin Mendelien gecisi
gosterilememigtir. Hastaligin baslama yasi, siddeti, lokalizasyonu, steroid ihtiyact gdsterip
gostermeyecegi, steroide verilen yanit, ekstraintestinal bulgular aile i¢i benzerlik gdsterir. Bu
ozellikler degisik genetik ozellikleri tastyanlarda farkliliklar gosterir. UK hastalarinda HLA-
DR2 ile birliktelik, MDR-1 (Multidrug resistance) gen yapiminda artis, IL-Ira ve MUC.3



(intestinal mucin) gen polimorfizmi tespit edilmis ve 3., 7. ve 12. kromozom {izerinde
etkilenen bir bolge bulunmustur. Hastalarda ve onlarin 1. derece akrabalarinda periniikleer
boyali antindtrofilik sitoplazmik antikor (pANCA) bulunabilir ve bu 6zelligin de genetik
olarak belirlendigi diisiiniilmektedir (30). Genetik duyarli bireylerde hastalifin ortaya
cikmasini saglayan veya hizlandiran g¢evresel etkenler dnem tasimaktadir. Epidemiyolojik
caligmalarda yiiksek sosyo-ekonomik diizeye sahip kisilerde, endiistrilesmis iilkelerde veya
ayni llkenin biiyliik kentlerinde yasayan ve stres faktorii yogun olan kisilerde daha g¢ok
gorildigi gosterilmistir (38,39).

Her ne kadar spesifik bir diyetetik toksin veya antijen belirlenememisse de diyetteki
rafine seker, siit, hayvansal protein, Omega 6/Omega 3 oram artismin CH ve/veya UK
riskinin artis1 ile ilgili olabileceginden bahsedilmektedir (40). Diger yandan intestinal igerigin
inflamatuvar barsak hastaligi (IBH) patogenezi ile iliskili oldugu yolundaki diisiince, son
zamanlarda glic kazanmaktadir. Hayvan deneylerinde, asir1 miktarda enterik bakteri hiicre
adezyon molekiillerinin ekspresyonunda artisa ve graniilosit infiltrasyonuna neden olmakta,
her iki olay da antibiyotik kullanim1 veya fekal akim artig1 ile azaltilabilmektedir. S6zii edilen
klinik ve deneysel gozlemler, kronik intestinal inflamasyonun gelisimi ve seyrinde,
mikrobiyal dengesizligin 6nemli roliine isaret etmektedir (41).

Yapilan farkli galismalarda UK’ in sigara igmeyenlerde sigara icenlerden daha fazla
oldugu, sigara icmeyenlerde UK gelismesinin relatif riskinin yiiksek bulundugu, bu riskin
sigaray1 birakanlarda 6zellikle 2 yil i¢inde daha da arttig1 bildirmektedir (42). Bunun nedeni
olarak sigaranin mukus yapisini degistirme, rektal kan akimini azaltma, yardimci T ve
supresor T hiicre oranini degistirerek immun sistem ve sitokin iiretimi {izerine etkileri gibi
sebepler gosterilmektedir (43-45). Ayrica sigara i¢cenlerde mukozal permeabilite diizenleyici
51 cr-EDTA diizeyleri diisiik bulunmustur (46).

Genetik ve otoimmiin teoriler kadar ilging olan bir baska konu da enfeksiy6z ajanlarin
olaylarin tetiklenmesinde ya da siirecinde rol aldigi diisiincesidir. IBHnin alevlenme
doneminde enfeksiyoz barsak hastaliklarindan tamamen ayirt edilmesi neredeyse olanaksizdir.
CH’nin alevlenme donemlerinde siklikla Yersinia enterocolitica ve Myobacterium
tiiberkiilozis suslar1 identifiye edilebilmektedir. Benzer sekilde Campylobacter, Shigella,
Amip ya da Cytomegalovirus enfeksiyonlar1 UK ile benzerlik gdsterebilmektedir.
Intravaskiiler graniilomlarda yapilan elektron mikroskopik incelemeler, kizamik viriisii ile
uyumlu paramiksoviriis hiicre parcaciklari ortaya koymustur. Bu konuyla iligkili yapilan iki
caligmanin birincisinde 30 yasin altinda olusmus Crohn hastaligi ile kizamik epidemisi

arasinda anlamli iliski saptanmustir. Ikinci calismada ise hamileligin baslangicinda gegirilmis



kizamik enfeksiyonunun c¢ocugu gelecek yasaminda artmis Crohn hastaligr riski ile karsi

karsiya biraktig1 saptanmigstir (47,48).

2.4.1. Sindirim Sistemi Mukozasi iImmun Sistemi

Barsaklarda hergiin birgok diyetsel ve bakteriyel antijenik uyar1 mevcut olmasina
ragmen, buna yonelik herhangi bir immiinolojik yanit gelismemektedir. Bu immiinolojik
dengeyi saglayan iyi gelismis mukozal immiin sistemdir. Mukozal immiin sistem, mukozal
bakteriler ve luminal antijenler ile etkileserek inflamatuvar kontrolde hassas dengeyi
olusturan etkili bir kompartmandir (49). Kalin barsagin epitel biitiinligii, MALT, M
hiicrelerinden olusan morfolojik yapisiyla antijenlere karst anatomik bir defans olugturmakta
hem de salgisal Ig A yardimiyla antijenler daha epitel ve lamina propria ile karsilasmadan
kalin barsak mukozasindan uzaklastirilmaktadirlar (50).

Ulseratif Kolit’te proinflamatuvar mediatorlerin uygunsuz artisi ya da inflamatuvar
cevabin baskilanmasindaki yetersizlik luminal igerige karsi kontrolsiiz ve abartili immun
yanit ile sonuglanir (21,51).

Zararli maddelerin inflame olmus mukoza tarafindan artmis alimi ve iilserlerin
cogalan bakterilerce sekonder invazyonu ile intestinal hiicreler sitokinler, arasidonik asit,
proteazlar, nitrik oksit ve toksik oksijen radikalleri salgilarlar. Bu durum kalic1 inflamasyonu
baslatir ve inflamatuvar cevabi baskilayamayan, genetik olarak yatkin kiside kronik kolit

olusur. Bu bakteriyel ajanlarin sistemik emilimi ile de ekstraintestinal etkiler ortaya ¢ikar (52).

2.4.2. Patogenezde Immiin Mekanizmalar ve Sitokinler

Gastrointestinal sistemde gelisen inflamasyonda; salgilanan inflamatuvar mediyatorler,
oksidatif stres, degisen kalin barsak florasi, mukozada anormal glikoprotein birikimi, kisa
zincirli serbest yag asitlerinin oksidasyonunda azalma, artmis intestinal gegirgenlik, siilfid
iiretiminde artma ve azalmis metilasyon rol oynar. UK gelisimini tek bir mekanizma ile
aciklamak miimkiin degildir. UK de gelisen klasik lezyonlar epitelyal hiicrelerin immiin
yolaklar ile hasarlanmasini takiben gelisen mukozal anormal nétrofil kiimelenmesi ve kript
abseleridir. Ek olarak ¢alismalar UK’in hiimoral immiinitenin rol oynadigi otoimmiin bir
hastalik oldugu fikrini desteklemektedir (53).

Neden olan uyaran ne olursa olsun sonug olarak inflamatuvar yanit tetiklenmektedir.
Bunun sonucunda da makrofajlardan salinan sitokinler, 6zellikle TNF-o, IL-2 artist
yapmakta ve T hiicrelerini sitotoksik hale getirmekte, proliferasyonlarin1 uyarmaktadir. Bu

yanit Ozellikle yardimer T ve B hiicrelerini stimiile ederek hem 06zgiil olmayan sitotoksik



etkiyi hem de Ozgiil antikor yapimimi artirarak, antikora bagimli sitotoksisiteyi
koriiklemektedir. Sonugta, lenfositlere ek olarak diger 16kositlerin de katilimiyla aragidonik
asit metabolizmasindaki iiriinler ve serbest oksijen radikalleri nedeni ile doku yikimi olusur
(54).

Gastrointestinal kanaldaki sitokinlerin baglica kaynagi lamina propriadaki aktive
makrofajlar ve T lenfositleridir. Gastrointestinal kanalda {iretilen sitokinlerin bir bolimii
immiinolojik yaniti, inflamatuvar siire¢ yoniinde ilerletir (proinflamatuvar sitokinler), bir
boliimii de inflamasyonu kontrol altinda tutarlar (antiinflamatuvar sitokinler).

Immun sistem Tablo 2’de yer alan proinflamatuvar ve antiinflamatuvar mediatdrler
arasinda hassas bir denge ile sikica kontrol edilir (55). Kronik inflamatuvar bir patoloji olan
UK olgularinda da proinflamatuvar/antiinflamatuvar sitokin dengeleri proinflamatuvar
sitokinler lehine bozulmus olup, IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a ve IFN- vy iiretimi artmis, IL-1
reseptér antagonisti diizeyleri ise azalmistir (52,56). Bu sitokinlerin kanda ve digkidaki

diizeylerinin 6l¢iimii intestinal inflamasyonun bir gostergesi olarak kullanilabilir (57,58).

Tablo 2. Proinflamatuvar ve antiinflamatuvar mediatorler (55)

Proinflamatuvar mediatorler Antiinflamatuvar mediatorler
IL-1-6, TNF- alfa IL1ra, TNF baglayici protein
IL-8, MCAF TGF-beta

IL-2, INF-gama (TH1) IL-4-10 (Th2)

TxA2, LTB4 PGE2, 12

SubP, TSH VIP, kortisol




IFN-,IL-1B,IL-2,IL-4 .
‘ TNFIFN. TGFIL-1,IL-6

Sekil-1: Kalin barsak mukozasinin sitokin tiretimindeki etkisi (59)

IBH olan kisilerde proinflamatuvar sitokinlerin artisi, lokal ve sistemik doku hasari ile
birlikte olur. Bu inflamatuvar sitokinler, bir¢ok hastaligin yayginligin1 belirlemede
kullanilabilirler. Sitokinlerin lokal artiglarinda, vaskiiler permeabilitede artig, vaskiiler
konjesyon ve ddem goriilebilir (60). Diger sitokinlerin iiretimi, vaskiiler endotel aktivasyonu,

inflamatuvar hiicrelerin toplanmasi ve koagiilasyon sisteminin aktivasyonuna neden olur (61).

2.4.3. Oksidan Molekiiller ve Kolit Patogenezindeki Rolleri

Atomik ya da molekiiler yapida ciftlenmemis tek elektron bulunmasina ‘Serbest
Radikal’ denir. Bu da en sik olarak elektron transport zincirinde olusur. Serbest radikallerin
bir baska olusma sekli molekiildeki baglarin homolitik olarak pargalanmasi sonucu
elektronlardan her birinin farkli atomlar {izerinde kalmasi ile ger¢eklesmektedir. Ayrica
iyonize radyasyonda serbest radikal olusumuna sebep olur. Serbest radikallerin temel kaynagi
molekiiler oksijendir. Oksijen molekiilii reaktif olmamasma ragmen diger radikallerle
reaksiyona girme Ozelligine sahiptir. Bagka molekiiller ile ¢ok kolayca elektron alisverisine
giren bu molekiillere “oksidan molekiiller” veya reaktif oksijen metabolitleri (ROM) denir.
Molekiiler oksijenin indirgenmesi sonucunda siiperoksid (O"), hidrojen peroksit (H,O,) ve
hidroksil radikalleri (OH") gibi reaktif oksijen tiirleri olusur. Serbest oksijen radikalleri
endojen olarak viicutta sentezlenen metabolik yan tiriinlerdir. Viicutta normal veya patolojik

olarak serbest radikaller iretilir. Bu iirlinler hemen sentez edildikleri yerde detoksifiye



edilmezler ise zararli etkilerini olustururlar (62). Serbest radikallerin yol ag¢tigi hiicre

hasarinin derecesi hiicre i¢indeki koruyucu sistemlerin etkinlik derecelerine baglidir (63).

2.4.3.1. Siiperoksid Radikali (Oy)

Molekiiler oksijenin indirgenmesi ile olusur ve olustugu yerden fazla uzaga diffiize
olamaz. Siiperoksid bir serbest radikal olmakla birlikte, kendisi direkt olarak fazla zarar
vermez. Asil onemli olan, H,O, kaynag1 ve gecis metal iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir.
Stiperoksid, notrofillerin  bakterisidal aktivitesi, apopitoz, inflamasyon ve vaskiiler
fonksiyonlarin regiilasyonu gibi yararli etkilere sahiptir. Azalmis siiperoksid diizeyleri,

bakteriyal enfeksiyonlara artmis bir yatkinliga yol agabilir (64).

2.4.3.2. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit, siiperoksidin siiperoksid dismutaz enzimi ile dismutasyonu sonucu
veya spontan olarak da iiretilebilmektedir. H,O, radikal degildir. Ancak iiretildigi bolgede
kalan siiperoksidin aksine membranlar1 gecen, sitozole diffiize olan ve uzun Omiirlii bir
oksidan olarak bilinir. Siiperoksidle reaksiyona girerek en reaktif ve zarar verici radikal olan

hidroksil radikali olusturmak iizere kolaylikla yikilabilir (64).

2.4.3.3. Hidroksil Radikali (OH)

Hidroksil iyonu, bilinen en reaktif radikaldir. Amino asitler, niikleik asitler, organik
asitler ile reaksiyona girebilir. Tek atom halinde ve bir elektronu eksik olan oksijen ile
hidrojenin birlesmesinden olusur. Gama radyasyona maruz kalan dokularda da hidroksil
radikali olusabilir (65).

UK i¢in ‘Radikal Indiiksiyon Teorisi’ abartili hiicresel mekanizmanin bir sonucu
olarak kalin barsak epitel hiicreleri tarafindan iiretilen notralize edilmemis asirt H202 nin
hiicre membranina yayilarak ekstraseliiler bosluga ¢ikarak hidroksil radikaline g¢evrildigi ve
bunun da kalin barsak epiteli bariyer fonksiyonunun devamindan sorumlu olan yapilarda
biiyiik oranda oksidatif hasara neden oldugu ileri stirmektedir (66).

Hidroksil radikali, hayvanlarda oksijenin sitotoksik etkilerinden sorumludur (67).
H,0O; hiicre biomembranlarini olusturan yaglar1 peroksidize eder ve hasar verir (68). OH
radikali i¢in 6nemli bir hammadde olan H,O’nin detoksifikasyonu, iste bu yiizden normal

hiicre fonksiyonu ve sag kalim i¢in ¢ok gereklidir.
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2.4.3.4. Lipid Peroksidasyonu

Hiicre membraninda bulunan yag asitleri (arasidonik asit) ve kolesteroliin doymamis
baglari, serbest radikallerle reaksiyona girip lipid peroksidasyonuna neden olabilir. Serbest
radikallerin hiicre zarlarindaki yag asitleri ile reaksiyona girerek sonugta zar biitiinliigiiniin
bozulmasi ile sonuglanan reaksiyon dizisine " Lipid peroksidasyonu" denir. Bu siirecin
basladigint gosteren en 1iyi gosterge malondialdehid (MDA)’dir (69). Lipid
peroksidasyonunun baslica son liriinlerinden MDA, oksidan hasar1 degerlendirmede siklikla
kullanilir. MDA, lipid peroksidasyonunun siddetiyle orantili olarak artar. Lipid
peroksidasyonu hiicresel bilesenlere en ¢ok zarar veren reaksiyonlardan biridir. Yapilan
caligmalarda antioksidan suplementasyonu plazma antioksidan diizeylerini 6nemli derecede

artirmaktadir (70).

2.4.4. Antioksidan Enzimler

Canli hiicrelerde bulunan protein, , karbonhidrat ve DNA gibi okside olabilecek
maddelerin oksidasyonunu 6nleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar ve bu olaya
antioksidan savunma denir. Antioksidan savunma elemanlar1 hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamda
farklidirlar. Insanda bellibasli hiicre i¢i antioksidanlar; siiperoksid dismutaz (SOD), katalaz
(KAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimlerdir. SOD'un yapisinda bakir, ¢inko ve
manganez; GPx'de ise selenyum iyonu bulundugundan bu enzimler ‘metalloenzim’ olarak da

adlandirilirlar (71).

2.4.4.1. Siiperoksid Dismutaz (SOD)

Stiperoksidin hidrojen perokside dismutasyonunu katalize eden bir metalloenzimdir. 3
tiir SOD enzimi vardir. Birincisi mitokondride lokalize Mn-SOD, ikincisi sitozolde lokalize
Cu-Zn SOD ve figiinciisii de Cu igeren ve plazmadaki siiperoksid radikallerini metabolize
eden vaskiiler endotele bagli Cu- SOD’ dir. Oksijeni metabolize eden tiim hiicrelerde bulunan
SOD ve GPx enzimleri serbest oksijen radikal toksisitesine karsi ©Onemli defans
mekanizmalarint olustururlar. SOD, Glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (KAT) gibi
antioksidan enzimler serbest radikallerin olusmasini ve lipid peroksidasyonunun baglamasini
onleyen enzimlerdir (72).

SOD enzimi toksik stiperoksid radikallerinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
dismutasyonunu hizlandirir. H>O,, katalaz ve glutatyon peroksidaz tarafindan temizlenir. Bu

enzimler enzimatik antioksidan savunma sistemini olustururlar (73).
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2.4.4.2. Katalaz (KAT)

Peroksizomlarda lokalizedir. SOD’in olusturdugu H,0O;’i peroksidazlarla beraber
oksijen ve suya pargalar. Disiik konsantrasyonlarda H,O,’yi GPx pargcalar, yiiksek
konsantrasyonlarda ise KAT aktivite kazanir. KAT aktivitesi eritrosit, karaciger ve bobrekte

yogundur (65).

2.4.4.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Rediikte glutatyonu (GSH) yiikseltgerken H,O;’1 de suya gevirir ve bdylece membran
lerini ve hemoglobini oksidan strese karsi korur (62). Genetik olarak GPx’den yoksun hale
getirilmis farelerde, 11-15 giinler arasinda kript hasar1 ile giden ve spontan olarak proksimal
kalin barsaga kadar yayilan kolit (insandaki UK’ye benzer mukozal inflamasyon) gelistigi

bildirilmistir (74).

2.4.4.4. Myeloperoksidaz (MPO)

Inflamasyonla miicadelede etkili bir olay da fagositoz olup &zelikle bakteriyel
infeksiyonlarda 6nemli bir defans mekanizmasidir. Noétrofiller ve monositler bakterilerin
oldiirilmesi i¢in, hem oksijen bagimli hem de oksijenden bagimsiz mekanizmalari kullanirlar.

Oksijen bagimli mekanizmalar, MPO sistemini ve oksijen tiirevi serbest radikallerin
iiretimini saglayan bir baska sistemi icerirler. MPO, fagositik hiicrelerde bulunan bir enzimdir
(75). Polimorfoniikleer 1okositlerin (PNL) azurofil graniillerinde fazla miktarda bulunur.
Diger inflamatuvar hiicreler olan monosit ve makrofajlarda ¢ok az miktarda bulunur veya hi¢
bulunmaz. Bu ylizden MPO aktivitesinin Ol¢limii dokuya PNL toplanmasini gostermede
oldukca yararhdir (76).

Myeloperoksidazin gorevi notrofiller tarafindan fagosite edilen bakterileri sindirecek
iirlinleri olusturan bazi tepkimeleri katalizlemektir (77). MPO, iki ¢ift bicim igeren tetramer
yapida bir enzimdir. Oldukca stabil bir yapist vardir. Notrofillerin mikrobisit aktivitesinde
MPO’nun rolii, hidrojen peroksidin varliginda halojenleri oksitleyerek hipohal6éz asitleri
olusturmaktir. Hiicre i¢inde klor (CI) derisimi 90 mM gibi yiiksek bir diizeyde oldugundan
fizyolojik sartlarda kullanilan Cl’dur. Olusan asit ise hipoklorik asit (HOCI)’dir (78).
Hipoklorik asid, glukozamin ve taurin gibi aminoasitlerle tepkimeye girerek reaktif
kloraminleri olusturur. Kloraminler stabil olmayan bilesiklerdir ve kisa siirede amonyak,
karbondioksit (CO;), Cl ve aldehitlerin olusumuna yol agarlar. Amonyumla reaksiyonlari

kuvvetli bir oksitleyici olan amonyum kloriir (NH,Cl) i meydana getirir. Bu bilesik 6zellikle
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tiyol gruplart i¢in zararlidir. Onlann sulfoksitlere dontstiirerek SH  gruplarinin
oksidasyon/rediiksiyon reaksiyonlarina katilmasini engeller (79). Notrofillerin aktivasyonu
biliylik miktarda O2°, H,O, ve OH" salinimia neden olur. Bunlarin MPO ile reaksiyona
girmesi sonucu olusan HOCI ve N-kloraminler sitotoksik etkiyi baslatir. Ayrica nétrofil
sitoplazmasindaki graniillerde bulunan proteaz yapisindaki enzimler de (elastaz, kollajenaz ve

katepsin) doku hasarina katkida bulunur (80).

2.5. Inflamatuvar Barsak Hastaligimin Tedavisinde Antioksidan Tedavinin Yeri

Hastaligi nedeni ve patofizyolojinin bilinmemesinden dolay1 CH ve UK hastaliklar1
icin tam bir tedavi gelistirilememektedir. IBH'da inflamatuvar reaksiyonu baslatan 6zgiil
nedenler bilinmedigi i¢in, inflamatuvar yanitin cesitli asamalar1 nonspesifik olarak tedavi
edilmeye calisilmaktadir. Notrofiller ve makrofajlar tarafindan iiretilen toksik oksidanlarin
yol actig1 inflamatuvar yanit, 6zellikle en cok calisilmasi gereken konular arasindadir.

Kortikosteroidler, aminosalisilatlar, immiinomodiilatuar ilaglar, antibiyotikler ve
eikosanoid metabolizmas: iizerinde etkili ilaglar, inflamasyonun genel bulgularini baskilayan
spesifik olmayan ilaglardir. Mast hiicresi stabilizatorleri, balik yagi, siikralfat ve kisa zincirli
yag asitleri i¢eren lavmanlar ise mekanizmalar1 bilinmeyen ajanlardir. Dolayisiyla diger
cesitli radikal tutucu ajanlarin (6rn. siiperoksid dismutaz) UK ve CH tedavisinde yeni
farmakolojik ajanlar olarak kullanilmalari {izerinde aragtirmalar devam etmektedir. ROM'leri
biitlin dokularda metabolik yan iiriinler olarak iiretilmektedir. Bu tiriinlere karsi tiim
hiicrelerde mevcut olan antioksidan mekanizmalarin bagsinda siiperoksid dismutaz
gelmektedir. Bu dismutasyon reaksiyonunun yan {iriinii olarak H,O, ve O, olusumuna
ragmen, bu madde de katalaz ve glutatyon peroksidazin katalizledigi reaksiyonlar ile
ortamdan uzaklastirilmaktadir (81).

Hidrojen peroksidin UK patogenezinde dncelikli bir ajan oldugu diisiiniilecek olursa
alt organellerde H,O,’nin olusumundan baslayarak sonucta UK gelisimine kadar olaylarin
patogenetik zinciri mantikli bir sekilde gdosterilmelidir. Sonu¢ olarak biyolojik enzim
sisteminin H,O,’y1 nétralize etmesi engellendigi zaman; kalin barsak epitelinde hiicre igi
nétralize edilmemis H,O,’yi arttirarak UK’ya yol acabilecegini gostermektedir. Uretilen
oksijen metabolik Ttriinleri (siiperoksid, hidroksil radikalleri, H,O;) hiicre i¢i enzimatik
(stiperoksid dismutaz ve katalaz) ve non-enzimatik (GSH) yolla kontrol edilir. Artmis
oksidatif stress ve azalmis antioksidan defans, IBH mevcut hastalarin mukosal biyopsilerinde
izlendi (82). Caligsmalar sonucunda bazi deneysel antioksidan terapinin (vitamin E, selenyum,

trimetazidine gibi.) iilseratif kolit modelinde yararli sonuglar1 gézlendi (83-85).
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2.6. Ulseratif Kolitin Klinigi

Ulseratif kolitin tipik semptomu kanli mukuslu diskilamadir ve hastalarin %90-
95’inde goriiliir (21). Hasta her seferinde az miktarda olmak iizere, gece-giindiiz, sik sik
diskilar (86). Tenezm olabilir. Ulseratif kolit sadece rektumu tutmus ise kan diskinin sadece
ylizeyindedir, ancak inflamasyon daha proksimale yayilmissa diskiyla karisik olacaktir.
Postprandiyal diyare siktir. Digki kacgiracakmis hissi ile ani digkilama ihtiyaci, hatta
inkontinans bile olabilir. Karin agrisi, ates, halsizlik ve kilo kayb1 meydana gelebilir. Bazen
ozellikle sadece rektum tutulumlu yash hastalarda, rektal spazmdan dolay1 kabizlik
goriilebilir (87).

UK’in klinik formlari; niiks ve remisyonlarla karakterli kronik tekrarlayici, siirekli
aktivasyon bulgulari ile karakterli kronik devamli ve siddeti ne olursa olsun tek bir atak ile
karakterli akut fulminan form olmak iizere {i¢ tiptir. En ¢ok kronik tekrarlayici gidis
gosterirler (21).

Hastaligin siddeti ile ilgili klinik kriterler Truelove ve Witts tarafindan konulmustur;
basit, uygulamasi kolay, degeri kanitlanmis kriterlerdir (88).

Buna gore:

Hafif UK: Giinde 4 kereden az kanli veya kansiz diskilama, sistemik rahatsizlik yok,
sedimentasyon normaldir.

Orta UK: Minimal sistemik rahatsizlik, giinde 4 kereden fazla diskilama vardir.

Agir UK: Giinde 6 kereden fazla kanh diskilama, ates, tasikardi, anemi, ESR 30
mm/saat iizerindedir.

Hastaligin siddetini degerlendirmede klinik verilerin yani sira kalin barsagin
endoskopik goriintiilenmesi (89), histolojik kriterler (90) ve laboratuvar verileri kullanilir.

Kalin Barsagin Endoskopik Degerlendirmesi:

0- Normal mukoza

1- Vaskiiler patern kayb1

2-Graniiler ancak non-frajil mukoza

3-Frajil mukoza

4-Spontan kanama, iilserasyon

Histolojik Degerlendirme:

1-Ozelliksiz inflamasyon

Lenfosit odaklar1 ve kronik inflamasyona ait degisiklik goriilebilir ancak kript

abseleri, epitelyal destriiksiyon ve akut inflamasyon yoktur.
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2-Orta ve hafif inflamasyon

Odem, vaskiilarite ve kronik inflamasyon hiicrelerinde arti ancak epitelyum
saglamdir.

3-Agir inflamasyon:

Akut ve kronik inflamasyon hiicrelerinin yogun infiltrasyonu, kript abseleri,
epitelyumda iilserasyon ve piiriilan eksuda vardir.

Aktif hastalikta serum akut faz reaktanlarinda da degisimler goriiliir. C-Reaktif
Protein (CRP), trombosit sayimi1 ve eritrosit sedimantasyon hizi (ESR) artarken hemoglobin

ve albumin seviyesi diiger (91).

2.7. Ulseratif Kolitin Tibbi Tedavisi

UK medikal tedavi ile tamamen ortadan kaldirilamayan bir hastaliktir. Tedavinin
amagclari; hastayr remisyona sokmak, remisyonda uzun siire kalmasini saglamak ve gelisen
komplikasyonlarmn diizeltilmesidir. UK'in etyopatogenezi hakkinda bilgilerimiz gelistikge,
tedavi daha gercekei bir zemine oturmaktadir. Ancak hastaligi baslatan faktor belli olmadigi
i¢cin giiniimiizde ne yazik ki nedene yénelik bir tedavi yapmak miimkiin olmamaktadir. UK'in
medikal tedavisi gelisen immiinolojik olaylar1 ve dolayisiyla inflamatuvar kaskadi baskilamak
ve mukozal onarimi saglamaktir (92,93). UK’in tedavi protokolii Tablo 3’te kisaca

ozetlenmistir (94). UK tedavisinde kullanilan ilaglar ise Tablo 4’te verilmistir (95).
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Tablo 3. Ulseratif kolit tedavi protokolii (94)

Distal ve Sol kolit Ekstensif / Pankolit
Oral ya da topikal Oral aminosalisilatlar
aminosalisilatlar
Hafif aktivite topikal kortikosteriodler
Oral ya da topikal Oral aminosalisilatlar
- aminosalisilatlar
Orta aktivite topikal kortikosteriodler
Oral yada IV Oral yada IV
Asir aktivit kortikosteroidler kortikosteroidler
8! tvite Topikal kortikosteroidler IV siklosporin
IV kortikosteroidler IV kortikosteroidler
Fulminan Hastalk IV siklosporin IV siklosporin
Oral yada IV Oral yada IV

kortikosteroidlere ek olarak
oral azotioprin ya da

kortikosteroidlere ek olarak
oral azotioprin ya da

Refrakter Hastahk . :
merkaptopurinler merkaptopurinler
Oral ya da topikal Oral ya da topikal
aminosalisilatlar aminosalisilatlar
Remisyon Oral azotioprin ya da Oral azotioprin ya da

merkaptopurinler

merkaptopurinler
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Tablo 4. Ulseratif kolitin tedavisinde kullanilan ilaglar (95)

Tlag ismi Doz Uyarilar
Siilfasalazin Baglama Dozu: 1 gr/giin
(Sulfapyridine + Idame Dozu: 2 gr/giin Bobrek ve karaciger yetmezligi, kan diskrezileri,
5-ASA) Maks. Dozu: 4 gr/giin iiriner obstriiksiyon, hipospermi
< Mesalamin Asacol 3x800 mg
% (5-ASA) Pentasa 4x1 gr
@ Rowasa Enema: 1x4gr Bobrek ve karaciger yetmezligi
Canasa spp:2x1
Balsalazid 2,25 gr 3x1/glin
(5-ASA+amino Bobrek yetmezligi, pilor stenozu,12 haftanin
benzoyl 3 alanin) tizerinde kullanilmasi 6nerilmez
- Metil 48-60 mg/gilin
% prednizolon Akne, hipertansiyon, Osteoporoz, Killanma
_E E, artig1, Katarakt, Glokom, Diyabet, Adrenal
= = stispresyon, Ostenekroz, gelisme geriligi, barsak
2 5 perforasyonu
£ |t
8 f‘: Prednizon 40-60 mg /giin
S Osteoporoz, Psikoz, Myopati Diyabet, Adrenal
M stipresyon, Ostenekroz, gelisme geriligi, peptik
iilser
Ciprofloksasin 500 mg 2x1
Uzamis tedavi de Karaciger,
= Bobrek ve Kemik iligi toksisitesi,
= stiperenfeksiyon riski artar.
N
(=]
:E Metronidazol Baglangic dozu: 15
= mg/kg/giin IV Karaciger yetmezligi, epileptik nébet, periferik
< Idame dozu: 7.5 ndropati
mg/kg/giin IV
Azatioprin 1,5-2,5 mg/kg/glin
Neoplazi riski artar, karaciger ve bobrek
yetmezligi, hematolojik toksisite, pankreatit
6-Merkaptopiirin 1,5 mg/kg/glin
Karaciger ve bobrek yetmezligi, kemik iligi
slipresyonu, pankreatit
:E Siklosporin 4mg/kg/giin
.:g Karaciger ve bobrek yetmezligi,
2 lenfoma ve epilepsi riski artar.
s s
g Metotreksat 25 mg/hafta IM
5= Mukozit, gingivit, ishal, anoreksi, uzun siireli
= kullanimda karaciger fibrozu, cilt dokiintiisii,
£ fotosensitivite, telenjiektazi
Tacrolimus 0.1-0.2 mg/kg/giin
Nefrotoksisite, ndrotoksisite, hipertansiyon,
hiperkalemi, hiperglisemi, diabet
Infliximab Baslangic dozu:5mg/kg
= E.a IV (0,2,6. hafta) Lenfoma, siiperenfeksiyonlar, tbc ve diger
% '5 Idame dozu:5mg/kg IV graniilamat6z hastaliklari reaktive edebilir
=3 8 haftada bir
R
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2.8. N-Asetilsistein ve Beta-Glukan

Molekiiler oksijen varliginda adenozin-trifosfat (ATP) iiretiminin asil yapildigi
organel mitokondridir. Oksijenin yaklasik %2 firaksiyonu mitokondri ve ¢evresinde
superoksid ve diger reaktif oksijen metabolitlerine (ROM) doniistiiriiliir. ROM'un ler,
proteinler ve DNA gibi biyolojik molekiillere hasar vermesinin yaninda, aerobik yasamin
siirdiiriilmesinde 6nemli role sahip oldugunu daha 6nce belirtmistik. Mitokondri, serbest
radikal olusumunun asil yeri oldugu i¢cin membraninin her iki tarafinda ve organelde oksidatif
stresi en aza indirebilmek i¢in glutatyon ve superoksid dismutaz, glutatyon peroksidaz gibi
bircok antioksidan enzimler ile zenginlestirilmistir (96). ROM olusumunun patofizyolojik
Oonemi genis bir hastalik yelpazesinde ve yaslanma ile ilgili dejeneratif bozukluklarda rol
oynamaktadir. Bu durumlar arasinda kardiyovaskiiler ve inflamatuvar hastaliklari, alzheimer,
parkinson gibi norodejeneratif bozukluklar1 ve kanseri sayabiliriz. Ayrica diabete baglh
polindropatiler, katarakt olusumu, iskemi/reperfiizyon hasar1 gibi durumlarda da reaktif
oksijen tilirevlerinin rolii bulunmaktadir. Antioksidanlar ise hiicreleri oksidatif hasara karsi
koruyabilmekte ve hiicresel diizeyde hastaligin baslamasini O6nlemekte ya da ilerlemesini

geciktirebilmektedirler (97).

2.8.1. Beta-Glukan (B-Glukan)

Beta-glukan, ekmek mayasinda, tahilda ve mantarlarda bulunan, hiicre duvarinin
yapisinda yer alan fiber formda bir polisakkarittir (98). Dogal mayada ve mantarlarda temel
olarak b-1,3 glukan veya b-1,6 glukan olarak bulunur. Glukan, 6,5 kD molekiiler agirhiga
sahip, zimosandan elde edilen bir b-1,3 linked glukopironaz polisakkarittir ve
makrofaj/monosit hiicre serilerinin potent aktivatorii ve retikiiloendotelyal sistemde pek ¢ok
stimiilator etkiden sorumlu oldugu gosterilmistir (99). B-glukanlarin immiinmodiilator
potansiyelleri 18kositleri aktive etmeleridir. Immiin ve non-immiin hiicrelerde b-glukanlari
tantyan gesitli reseptorler tanimlanmistir. Bunlar tip 3 kompleman reseptorleri, scavenger
(¢cOpeii) reseptorler, laktosilsermid ve dectin-1 reseptorleridir. Dectin-1’in solubl ve pargali b-
glukanlar i¢in makrofajlar iizerindeki major reseptér oldugu gosterilmistir. Ayrica yakin
zamanda dectin-1’in b-glukan ile olusan proinflamatuvar sitokin liretimi ve hiicresel immiin
yanita aracilik ettigi saptanmistir (100). Cesitli raporlar oral alinan b-glukanlarin biyolojik
etkileri ortaya ¢ikaracagini gosterir (20,101). Rice ve ark. (102), ratlarda floresan etiketli b-
glukanin oral alindiktan kisa bir siire sonra kana karistigini gostermistir. Ticari olarak
kullanilan b-glukan ekstresi genellikle ekmek mayasindan yani “Saccharomyces cerevisiae”

¢ den elde edilir (103).
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Pillemer and Ecker zimosan adi verilen ve “Saccharomyces cerevisiae” duvarindan
elde edilen b-glukanin deneysel olarak hayvanlara uygulandiginda retikiiloendotelyal
sistemde hiperplazi ve hiperfonksiyona neden oldugunu gostermislerdir (104). Bunun disinda
Phellinus linteus veya Sparassis crispa gibi mantarlardan elde edilen pek c¢ok b-glukan
preperatt mevcuttur. Degisik molekiiler agirliklara ve kimyasal varyasyonlara bagl olarak
etkilerinin degisik diizeylerde oldugu bildirilmekle birlikte, b-glukanin temel etkileri su
sekilde siralanabilir:

1- Immunmodiilasyon

2- Antikarsinojenik etkiler

3- dusiiriicii etkiler

4- Kan sekeri diistiriicii etkiler

B-glukanin in vivo uygulanmasi ile ¢esitli infeksiyonlara ve timor gelisimine karsi
konak yanitinda bir artig bildirilmistir (105,106). Bunun iizerine yapilan pek ¢ok klinik
caligmada tliimor immiinoterapisi ve cerrahi sonrast infeksiyonlarin dnlenmesinde b-glukan
olumlu sonuglar vermistir. Farkli b—glukanlarin farkli etkilere sahip olmasinda molekiil
agirliklarinin ve dallanma yapilariin etkin oldugu 6ne siiriilmesine ragmen heniiz tam olarak
aciklanamamustir. In vitro c¢alismalarda bilyiik molekiiler agirlikli veya partikiillii b-
glukanlarin 16kositlerin fagositik, sitotoksik aktivitelerini arttirarak reaktif oksijen ve nitrojen
aracili antimikrobiyal aktivitelerini arttirdig1 ve direk olarak l6kositleri aktif hale getirdigi ve
ayrica IL-8, IL-1B, IL-6 ve TNF-a gibi sitokinleri stimiile ettikleri gosterilmistir (107). Ayni
zamanda b-glukanin kalin barsak, karaciger ve spinal kord hasarinda olusan oksidatif streste
dokular1 koruyarak antioksidan etki gdsterdigi ¢alismalarda saptanmistir (12-110).

Daha once yapilan bir ¢aligmada oral ve/veya intraperitoneal yolla verilen b-
glukan’in kalin barsak mukoza hasarinda ve MPO aktivitesinde azalma yaptig1 gozlenmistir

(111).

2.8.2. N-Asetilsistein (NAC)

NAC L-sisteinin N-asetil derivesidir. 1960 yilinda gelistirilmistir. Disiilfit baglarini
azaltarak mukus elastisitesini ve viskozitesini azaltmak i¢in nontoksik olmasi nedeniyle sik¢ca
kullanilmaktadir. Molekiiler agirhg 163,2 gmol-1 ve molekiiler formiilasyonu
C5HONO3S’dir.

NAC antioksidan 6zelliklere sahip bir ajandir (112,113). GSH sentezinde bir substrat
olarak gorev alir. GSH diisiik molekiil agirlikli bir tiyoldiir. Glutamat, sistein ve glisinden

sentezlenir. Bu sentez sitozolik enzimler olan gama glutamil sistein sentetaz ve glutatyon

19



sentetaz tarafindan katalizlenir. GSH antioksidan defansda 6nemli rol oynar. En Onemli
endojen antioksidandir. NAC’1n antioksidan fonksiyonu molekiiler yapisi ile a¢iklanabilir. SH
gruplart nedeniyle NAC, O, ve H;0, gibi oksidanlar ile direkt olarak etkilesir. Bu
reaksiyonda iki NAC molekiilii bir disiilfit bagini oksitler. Boylece O, igerigi diisiis gosterir.
NAC, tiyol grubu iceren digerleri gibi (6rn. GSH) bir OH" radikal yakalayicisidir. NAC’1n
antioksidan etkisine ek olarak hiicresel GSH sentezinde rol aldigini, hayvan ve hiicre
kiiltiirlerinde oksidan hasari 6nledigi veya azaltigim gosteren pek ¢ok ¢alisma vardir. 10° M
istiinde NAC alinmasi intraselliiler GSH seviyesinde yaklasik olarak 10 kat artig olusturur.
Yapilan ¢aligsmalarda sigir pulmoner arter epitel hiicreleri ve tip 2 epitel hiicrelerinin sisteini
sistinden daha iyi transport edebildigi goriilmiistiir. Hiicresel GSH sentezinde ana substrat
sistein gibi gorlinmektedir. Sisteinin sistine indirgenmesinden ve/veya NAC’in N-
deasetilasyonundan sistein olusmaktadir. Tartisilan ek mekanizmalara ragmen hiicresel GSH
prekiirsorleri i¢in anahtar mekanizma NAC’in N-deasetilasyonu gibi gdoriinmektedir.
Antioksidan etkisine ek olarak NAC’1n antiinflamatuvar yetenegi de bulunmaktadir. NAC’1n
oral alimi1 sonras1 bronkoalveolar lavaj sivisinda (BAL) hiimoral markirlar diisiik bulunmustur.

Yaklasik olarak 6 gramin {lizerinde parasetamol alimi hiicresel GSH depolarini tiiketir
ve karaciger nekrozuna yol agcar. NAC’nin %70 karacigerde metabolize olmasindan dolay1
parasetamol intoksikasyonunda etkisi kanitlanmistir. NAC, GSH ile konjuge olarak
karacigerde hiicre ici etkin bir sistin saglayici prekiirsor olarak rol oynar (114). Sistin de
hiicre i¢inde GSH’e transforme olur. Hiicre i¢i sistein artigi, antioksidan etkiyle intestinal
mukozay1 koruyucu etki gdsterir (115). in vivo ve in vitro calismalarda sadece ¢ok yiiksek
konsantrasyonlarda kemotaksisi azalttig1 ve polimorfoniikleer 16kosit sitotoksititesini artirdigi
gbzlenmistir. Biyoyararlanimi az oldugu icin bu konsantrasyonlara insanlarda ulagmak

mimkiin degildir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Deney Hayvanlari ‘ }

Bu deneysel calisma Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan
Laboratuvar1 Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi’nde, Kasim 2009 - Mart 2010 tarihleri
arasinda gerceklestirildi. Calisma ile ilgili olarak Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun onay1 alindi
(06.10.2009 Tarihli Etik Kurul Oturum No: 2009/8 — Karar No:3 ). Calismada kullanilacak
ratlar, Kahramanmaras Siitgii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Barinagi’ndan temin edildi. Calismada agirliklar1 275-300 gram arasinda degisen, 28-32
haftalik 50 adet Wistar-Albino erkek rat kullanildi. Ratlar deneyden 1 hafta dnce laboratuar
kosullarina alinarak, 21°C’de barindirildi ve standart rat yemi ile beslendi. Ratlar, deneyden

bir gece dnce su serbest olmak {izere a¢ birakildu.

3.2. Deney Gruplari ve Tedavi protokolii

Gruplar randomize olarak her biri 10’ar rat’dan olusan 5 gruba ayrildi.

I. Grup (Kontrol Grubu): Ratlara intrarektal bir kez ve ¢alisma boyunca giinde bir
kez (6 giin) intragastrik 1cc saline uygulandi.

I1. Grup (Kolit Grubu): Ratlara kateterizasyon ile 1ml %4 liikk AA intrarektal verilip
kolit olusumu tetiklendi. Kolit tetiklenmeden 1 saat dnce ve 6 giin boyunca giinde bir kez lcc
intragastrik saline verildi.

III. Grup (Kolit ; B-gukan grubu): Ratlara kateterizasyon ile 1ml %4 lik AA
intrarektal verilip kolit olusumu tetiklendi. Kolit tetiklenmeden 1 saat dnce ve 6 giin boyunca
giinde bir kez intragastrik olarak 100 mg/kg b-glukan verildi.

IV. Grup (Kolit + NAC grubu): Ratlara kateterizasyon ile 1ml %4 lik AA
intrarektal olarak verilip kolit olusumu tetiklendi. Kolit tetiklenmeden 1 saat 6nce ve 6 giin
boyunca giinde bir kez intragastrik olarak 200 mg/kg NAC verildi.

V. Grup (Kolit + g-gukan + NAC grubu): Ratlara kateterizasyon ile 1ml %4 lik AA
intrarektal olarak verilip kolit olusumu tetiklendi. Kolit tetiklenmeden 1 saat 6nce ve 6 giin
boyunca giinde bir kez intragastrik olarak 200mg/kg NAC ve 100mg/kg B-glukan birlikte
verildi.

Ratlara, kolit olusturulmadan 6nce eter anestezi uygulandi. Deney siiresince spontan
solunuma birakildi. Deneysel kolit MacPherson ve Pfeiffer ‘in tarif ettikleri sekilde
olusturuldu (116). Bu metoda gore 6 F pediatrik kateter rektal yoldan 6 cm igeri itildi. Bu
kateterden %4 liikk asetik asit (AA) 1ml kadar verildi. AA verildikten sonra 2 ml hava

kateterden kalin barsak i¢ine verilerek AA’in daha iyi yayilmasi saglandi. Daha sonra siganlar
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verilen maddenin kagmasini engellemek i¢in trendelenburg pozisyonunda bekletildi (yaklasik

45 saniye).

Resim—1 Asetik Asit Uygulanmasi

3.3. Kalin Barsak Hasarinin Degerlendirilmesi

Sicanlar 7 giin sonunda genel anestezi altinda servikal dekapitasyonla sakrifiye edildi.
Tiim operasyonlar steril olmayan temiz kosullarda yapildi. Karin alt kismina 3-4 cm insizyon
yapilarak batina girildi. Biitiin siganlarda rektum ve proksimalini igeren 8 cm lik distal kalin
barsak ¢ikarildi. Alinan kalin barsak rezeksiyon materyalindeki fekal icerik saline ile hafifce

temizlendi.
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Resim 2 —Median insizyon ve diseke edilen distal kalin barsak

3.3.1. Mikroskopik Analiz

Cikarilan kalin barsak ornekleri 2 parcaya ayrildi. Pargalardan biri % 10 Iuk
formaldehit i¢ine konularak histopatolojik tetkike gonderildi. Diger parca ise MDA, SOD,
KAT, glutatyon peroksidaz ve myeloperoksidaz tayini i¢in aliminyum folyo i¢inde -20 °C de
derin dondurucuya konuldu. Histolojik analizler Yamamoto ve ark’nin tarifledigi sekilde
yapildi. Kisaca, parafin bloklar olusturulduktan sonra alinan kesitler hemotoksileneozin(H&E)
ile boyanip mikroskop altinda incelendi. Kalin barsak mukozasindaki mikroskobik

degisiklikler 0—3 degerleri arasinda derecelendirildi (117).
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Tablo—5: Kalin barsak mukozasindaki mikroskobik bulgularin skorlanmasi (117)

SKOR BULGU

Normal epitel, hiicrelerde sisme yok, normal
kript goriinimii mevcut, disiik diizeyde
monosit infiltrasyonu, ya hi¢ ya da ¢ok az
noétrofil infiltrasyonu

Tek epitel hiicre kaybin1 ifade eder.
Epitelyumda orta derecede sisme, kriptlere
1 tek inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, hafif
monosit-ndtrofil infiltrasyonu

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

2 monosit-notrofil infiltrasyonu
Belirgin epitelyal iilserasyon, kript abseleri
3 ve monosit ve notrofil diizeylerinde belirgin

artis olmasi

Diger kalin barsak doku 6rnekleri folyodan ¢ikarildiktan sonra 0,25 M soguk sukroz
icerisinde homojenize edildi ve 14000 rpm de santrifuj yapildi. Olusan supernatanda ise

biyokimyasal parametreler ¢alisildi.

3.4. Biyokimyasal Degerlendirme

3.4.1. Myeloperoksidaz (MPO) Tayini

MPO enzim aktivitesi tayini enzimatik yontemle kinetik olarak Shimadzu UV 1601
(Japan) spektrofotometre ile 6l¢iildii ve O-dianisidin metodu kullanildi (118). Bir {inite MPO
aktivitesi, bir dakikada 1 pmol peroksidi indirgeyen enzim aktivitesi olarak tanimlandi.
Reaksiyon karisimi 0,3 ml fosfat tamponu (Ph:6,0), 0,3 ml hidrojen peroksit, 0,5 ml O-
dianisidin ve 10ul 6rnek’ten olugsmaktaydi. Absorbans degisimi 460 nm’ de 10 dakika siireyle

izlendi. Enzim aktivite sonuglar1 U/mg protein olarak verildi.

3.4.2. Malondialdehid (MDA) Aktivitesinin Ol¢iimii
( Lipid peroksidasyonu Degerlendirilmesi)
Poliansatiire yag asidlerinin peroksidasyonu ile olusan son {iriinlerden birisi MDA’ dir.
Rat kalin barsak dokusu MDA tayininde, Okhawa ve arkadaslar tarafindan gelistirilen metod
kullanild1 (119). Rat kalin barsak dokusu %10 (w/v) olacak sekilde pH 7,4 fosfat tamponu
icinde homojenize edildi. Dokular santrifuj edildi ve slipernatan MDA tespitinde kullanildi.

Siipernatanlardan 0,1 ml alinarak kapakli cam tiiplere aktarildi. Uzerlerine sirastyla %8,1’lik
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0,1 ml sodyum dodesil siilfat, 0.75 ml asetik asetik, 0.75 ml tiyobarbitiirik asit ve 0,3 ml
distile su ilave edilerek vortekslendi. Kapaklar: sikica kapatilan tiipler kaynar su banyosunda
60 dk. stireyle tutuldu. Bu siirenin bitiminde tiipler musluk suyu altinda sogutuldu. Soguyan
tiiplere 0,5 ml distile su ve 2,5 ml n-butanol-pridin karisimi ilave edilerek iyice vortekslendi.
Tiip igerikleri PVC tiiplere aktarildi ve 4°C’de 4000 rpm’de 15 dk. Siireyle santrifuj edildi.
Tiiplerin tist kismindaki pembe renkli organik fazin absorbansi 532 nm’de distile su ile ayn1
sekilde calisilan kore kars1 okutuldu. Degerlendirme standart egri tizerinden yapildi. Standart
seri hazirlamak i¢in stok MDA c¢ozeltisinden 100 nmol/ml yogunlukda olacak sekilde
hazirlandi. Ara stoktan 2,5; 5; 10; 20; 40; 50 nmol/ml yogunluklarda olacak sekilde
tetrametoksipropana karst MDA iretimi saglandi. Sonugta olusan MDA yogunluklar

dokunun yas agirliginin her bir gramindaki nmol cinsinden MDA olarak tariflendi.

3.4.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivite Tayini

Glutatyon Peroksidaz aktivitesi silipernatantta Beutler yontemiyle saptandi (120).
Asagidaki reaktifler tarif edildigi sekilde tiiplere konuldu. Tipler 37°C de 10 dakika
inkiibasyona birakildi.

Kullanilan Reaktifler

1.IM Tris-HCI p H 8.0 tampon

2. 0,1 M GSH (Glutatyon),

3.10 U/ml GR (Glutatyon Rediiktaz)

4.2 mM NADPH (Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat)

5.7 mM t-butil hidroperoksit

Inkiibasyon sonrasi ornekler 1 cm kuvars kiivete konuldu. 10ul 7 Mm t-butil
hidroperoksit konulduktan sonra okuma baslatildi. Tepkime 37°C de enzim tarafindan
oksitlenen 1pmol NADPH‘in 340 nm dalga boyunda 1s1k yolu 1 cm olan kuvars kiivetlerde
optik dansitedeki azalis1 kinetik olarak 2,5 dakika siireyle okundu. U/ml biriminden 6lgiilen
GSH-Px aktivitesi Ornekte saptanan protein degerine boliinerek enzim spesifik aktivite

sonucu U/mg protein biriminden verildi.

GSH-Px Spesifik Aktivitesi (U/mg protein): GSH-Px Deger(U/ml)

Protein (mg/ml)
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3.4.4. Katalaz (KAT) Aktivite Tayini

Katalaz aktivitesi Aebi’nin yOntemine gore, H,O, konsantrasyonundaki azalma 1
dakika boyunca spektrofotometrik olarak 240 nm’de takip edilerek c¢alisildi (121).
Dondurulmus olan dokular analiz giinii kademeli olarak ¢oziindiikten sonra M/15 fosfat
tamponu (pH 7.0) kullanilarak 1/5 (w/v) oraninda homojenize edildi. Homojenatlar
2000xg’de, +40C’de, 10 dk, ardisik iki kere santrifuj edildikten sonra berrak siipernatanlar
katalaz analizinde kullanildi. Tiim 6rneklerde ¢alismalar iki kez tekrarlandi. Bulunan katalaz
aktiviteleri degerleri doku protein diizeyine oranlanarak sonuglar U/mg protein olarak ifade

edildi.

3.4.5. Siiperoksid Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini

Ksantintksantin oksidaz sisteminin T{rettigi siiperoksid anyonunun yol actig1
nitrobluetetrazolium (NBT) indirgenmesinin inhibisyonu ile SOD aktivitesi tespit
edilmektedir (122). Dondurulmus olan dokular analiz giinii kademeli olarak ¢o6ziindiikten
sonra 50 mM fosfat tamponu (pH 7.8) kullanilarak 1/5 (w/v) oraninda homojenize edildi.
Homojenatlar 2000xg’de, +4 °C’de, 10 dk, ardisik iki kere santrifuj edildikten sonra berrak
siipernatanlar SOD analizinde kullanildi. Dokularda endojen NBT rediiktaz aktivitesi olup
olmadigi kontrol edildi. Tiim 6rneklerde ¢aligmalar iki kez tekrarlandi. 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2,.
2.5, 5,10, 12.5, 20, 25, 40, 50, 80, 100, 160, 200 pg/ml standart SOD ¢ozeltileri hazirlanarak
kalibrasyon egrisi hazirlandi. NBT indirgenmesini %50 oraninda inhibe eden SOD miktar1 1
iinite olarak tanimlanmaktadir. Bulunan SOD aktiviteleri degerleri doku protein diizeyine

oranlanarak sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.

3.4.6. Doku Protein Analizi
Protein diizeyi Lowry metoduyla ol¢tildii (122).

3.5. istatiksel Analiz

Istatistik degerlendirme; bilgisayar ortaminda, Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS 11.0 version) programinda yapildi. Sonuglarimiz ortalama =+ standart sapma
seklinde verildi. Gruplarin biyokimyasal parametreleri ve histolojik karsilastirilmasi i¢in One
Way Anova ve Post-Hoc testi kullanildi. Her iki test icinde p<0,05 degeri istatiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Doku MDA ve MPO Diizeyleri

4.1.1. MDA Diizeyleri

Lipid peroksidasyon gdostergesi olarak MDA diizeyleri degerlendirildiginde; kolit
grubunda MDA diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli derecede artmis oldugu tespit edildi
(p<0.05). NAC, b-glukan ve kombinasyon grubunda MDA diizeyleri kolit grubuna gore
anlaml1 derecede diisiik saptandi (P<0.05). Tedavi gruplar arasinda istatistiki fark saptanmadi
(Sekil 2).

MDA (Nmol/mg protein)
354

304
25«
20 <
154
10

5«

Kontrol Kolit Grubu Beta Glukan NAC Beta Glukan +
NAC

Sekil 2. NAC ve b-glukan’in kalin barsak MDA diizeyleri {izerine etkileri

* 1 p<0.05 Diger gruplardan anlamli farkli bulunmustur.

4.1.2. MPO Diizeyleri

MPO diizeyleri acisindan degerlendirildiginde ise; kolit grubunda MPO aktivite
diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli derecede artmis oldugu tespit edildi (p<0.05).
NAC, b-glukan ve kombinasyon grubunda MPO diizeyleri kolit grubuna goére anlaml
derecede diisiik saptandi1 (P<0.05). Tedavi gruplar arasinda istatistiki fark saptanmadi (Sekil
3).
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MPO (U/mgprotein)

4
3,54
3
2,54
24
1,54
14

0,5 «
0 L [ ] —

Kontrol Kolit Grubu Beta Glukan NAC Beta Glukan +
NAC

Sekil 3. NAC ve b-glukan’in kalin barsak MPO aktiviteleri lizerine etkileri
* : p<0.05 Diger gruplardan anlamli farkli bulunmustur.

4.2. Doku Antioksidan Aktiviteleri

4.2.1. Doku SOD Aktivitesi

Kalin barsak dokusunda antioksidan belirte¢ olarak; SOD, KAT, GPx diizeyleri
degerlendirildi.

AA uygulanmasi ile kolit grubunda SOD aktivite diizeyleri kontrol grubuna gore
anlamli derecede diismiis oldugu tespit edildi (p<0.05). NAC, b-glukan ve kombinasyon
grubunda SOD diizeyleri kolit grubuna gore anlamli derecede yiiksek saptandi (P<0.05).

Ancak bu artig kombine grubunda daha az seviyede izlendi.

124 SOD (U/mg protein)
104

8d

k3

6

44 *

| -

04

Kontrol Kolit Grubu Beta Glukan NAC Beta Glukan + NAC

Sekil 4. NAC ve b-glukan’in kalin barsak SOD aktiviteleri lizerine etkileri
* 1 p<0.05 Diger gruplardan anlamli farkli bulunmusgtur.

** 1 p<0.05 Diger tedavi gruplari ile arasinda anlamli fark var.
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4.2.2. Doku KAT Aktivitesi

KAT aktivite diizeyleri degerlendirildiginde; kolit grubunda KAT aktivite diizeyleri
kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugu tespit edildi (p<0.05). NAC, b-glukan ve
kombinasyon verilen grublarda KAT diizeyleri kolit grubuna gore anlamli derecede yiiksek

saptand1 (P<0.05) (Sekil 5).

KAT (U/mg protein)
60 =
50 =
40 «
30 s
20 «
10 <
0e
Kontrol Koht Grubu Beta Glukan Beta Glukan

+NAC

Sekil 5. NAC ve b-glukan’in kalin barsak KAT aktiviteleri {izerine etkileri
*: p<0.05 Diger gruplar ile arasinda anlamli fark bulunmustur
** . p<0.05 Kontrol grubu, kolit ve kombine grubu ile arasinda anlaml1 fark

bulunmustur

4.2.3. Doku GPx Aktivitesi
Kalin barsak dokusu GPx aktivite diizeyleri degerlendirildiginde; kolit grubu ile
kontrol grubu arasinda anlaml fark gézlenmedi. Ancak tedavi verilen gruplarda GPx aktivite

diizeyi kolit grubundan anlamli yiiksek saptandi (p<0,05) (Sekil 6).
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GPx (U/mg protein)

1,2

1a
0,8 «
0,6 o
0,4 o
pice

: ﬁ

Kontrol Kolit Grubu Beta Glukan Beta Glukan +
NAC

Sekil 6. NAC ve b-glukan’in kalin barsak GPx aktiviteleri iizerine etkileri
* 1 p<0.05 Tedavi gruplarindan anlamli olarak farkli bulunmustur.

** . p<0.05 Diger gruplardan anlamli olarak farkli bulunmustur.

4.3. Histopatolojik Bulgular

Histolojik skorlama Yamamoto ve ark.’nin tarifledigi sekilde yapildi (Tablo 5). Kalin
barsak mukozasi mikroskobik degisiklikler 0—3 degerleri arasinda derecelendirildi (117).

Gruplarin histopatolojik analizlerinde, kontrol grubunda hi¢ hasar olusmazken kolit
grubu en fazla hasarin gozlendigi grup olmustur. Tedavi verilen gruplarin kolit grubuyla ve
kendi aralarinda karsilagtirmalart yapildiginda birbiriyle aralarinda istatiksel anlamli fark
tespit edilmemistir (p>0.05).

Tablo 6. Gruplarin Histopatolojik Skor Ortalamalari

Histolojik skor
(Ort = SS)
Kontrol Grubu 0,00 £ 0,00
Kolit Grubu 1,66 £ 1,36
Beta-Glukan Grubu 1,40 +£ 1,26
NAC Grubu 0,50+ 1,08
BG+NAC Grubu 0.90+1.19
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5. TARTISMA

Deneysel kolit modelinde asetik asit (AA) oldukga sik kullanilan bir ajandir (123).
Asetik asite bagli kolit modelinde, kalin barsak mukozasinin makrofaj ve notrofil
infiltrasyonu ve cesitli inflamatuvar mediatorlerin artmig iiretimininin indiiklendigi ortaya
konmustur (124). Asetik asite bagli kolit modelinin mekanizmasinda; non-spesifik asitlerin ve
cesitli mediatorlerin salinimi sonucu olusan kalin barsak hasarina karsi ortaya ¢ikan
inflamatuvar yanitin rol aldig1 diistiniilmektedir. Calismamizda, asetik asit verilmesini takiben
kalin barsak 6rneklerinde mukozal iilserasyon, submukozal 6dem, mukoza ve submukozada
ndtrofil infiltrasyonu gézlenmistir.

MPO, o6zellikle notrofillerden salgilanan ve daha 6nceki ¢caligmalarda kalin barsaktaki
inflamasyonun kantitatif belirteci olarak kullanilan bir enzimdir (76,125). Bu ¢alismada da
asetik asit verilmesi ile kolit olusturulan grupta, MPO aktivitesinin kontrol grubuna gore
anlamli olarak artmis oldugunu gozledik. Ayrica ¢alismamizdaki mikroskopik degerlendirme
sonucunda saptadigimiz nétrofil sayisi artisinin, MPO aktivitesi artisi ile iligkili olabilecegi
diisiintildii. Buna paralel olarak N-asetilsistein, beta glukan veya kombine tedavide MPO
aktivitesinin kolit grubuna gdre anlamli olarak diistiigii gozlendi. MPO aktivitesindeki bu
azalma N-asetilsistein ve beta glukanin kolit modeli {izerinde antiinflamatuvar bir etkiye
sahip olduklarimin isareti olarak kabul edilebilir. Ayrica, N-asetilsistein veya beta glukan
uygulanmasi ile oksidatif stres ajanlarinin olusturdugu histolojik hasarin skoru ve
inflamasyon gostergesi olan MPO aktivitesinde azalma oldugu cesitli ¢aligmalarla
gosterilmistir (11,18,111).

Son yillarda inflamatuvar barsak hastalifi patogenezinde reaktif oksijen {riinlerinin
rol oynadig1 dikkati ¢ekmektedir ve yapilan calismalarda bu oksijen iirlinlerinin inflame
mukozada {iretildigi ve patogenezde de rol alabilecegi gosterilmistir (7,13). Inflamasyonlu
dokudaki oksijen radikallerinin kaynagini, aktive olmus lokositlerden {iiretilen siiperoksid
radikali, en reaktif hidroksil radikali ve hidrojen peroksidin olusturdugu gozlenmistir. Diger
siiperoksid kaynaklarini ise ksantin oksidaz yolu ile olusan siiperoksid anyonlari, aragidonik
asit oksidasyonu sonucu meydana gelen prostoglandin iiriinleri ile lokotrienler
olusturmaktadir. Bu toksik iirlinlerin peroksidasyonuna neden olarak hiicre membran
stabilitesini bozdugu saptanmistir (125,126). Bunun disinda myeloperoksidaz (MPO)’1n klor
iyonlar1 varhiginda H,O,’i parcalamasi sonucu olusan hipoklorik asit’in (HOCI), kolit

gelisimindeki inflamatuvar reaksiyonda rolii vardir.
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Asetik asit kalin barsaktaki enzimler tarafindan H,O, ve siiperoksid anyonlarina
metabolize olur. Olusan metabolik iiriinlerin kalin barsak i¢in olduk¢a toksik oldugu ortaya
konmustur (4). Verilen antioksidan tedavi ile kalin barsaktaki bu oksidan denge
bozuklugunun kontrol edilmesinin miimkiin oldugu gorilmiistiir. Daha once yapilan
caligmalarda deneysel kolit modelinde vitamin E, selenium ve trimetazidine gibi
antioksidanlarin yararli etkileri gosterilmistir (83-85). Yakin zamanda yapilan benzer
calismalarda da antioksidan ozellikteki zolimid ve AEOL11201 (127), L-glutamin (128),
melatonin (129) ve askorbik asitin (130) kolit tablosundaki oksidatif durumda azalmaya
neden oldugu gozlenmistir.

N-asetil sistein’in antioksidan etkisi bircok ¢alismada gozlenmistir (19,112,113). N-
asetilsistein, glutatyon peroksidaz enzimi tarafinca kullanilan glutatyon’un sentezinde yer alir.
Bunu ise glutatyon sentezinde tiyol metaboliti kaynagi olarak yapar. Glutatyon peroksidaz
aktivasyonu oOzellikle oksidatif stresin arttigi zamanlarda 6nemlidir. N-asetil sistein, MPO
aktivitesi sonucu olusan HOCI’ nin giiclii bir yakalayicisidir. Akut deneysel kolit modelinde
de NAC’ nin intraperitoneal/intrarektal olarak yararl etkileri gosterilmistir (11,12).

Benzer sekilde, beta glukan’nin daha onceden yapilan calismalarda tiimor hiicre
cogalmasin1 Onleme (131-132), makrofaj aktivasyonunu artirma (133), sitokin sentezini
artirma (134,135), nitrik oksit ve arasidonik asit sentezini artirma (136,137) ve antioksidan
(138,139) ozellikleri saptanmistir. Oral olarak verildiginde sepsis, ciltde olusan basing iilseri,
iskemi/reperfiizyon veya asetominofen ve metotreksat gibi ilaglarla gelisen oksidatif stresten
koruyuculugu ¢alismalarda gozlenmistir (109,140). Bununla birlikte diger bir calismada beta
glukan’in oral ve intraperitoneal uygulanmasi ile kolit modelinde yararl etkileri saptanmigtir
(111). Ancak N-asetil sistein ve beta glukan’in birlikte incelendigi ¢aligmaya rastlanmamustir.

Uyarilmis inflamatuvar hiicrelerde reaktif oksijen radikali iiretiminin artisi, lilseratif
kolit hastalarinda kalin barsak biyopsilerinde ortaya konmustur (141-143). Malondialdehid
(MDA) lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak bize fikir verir. Toksik kalin barsak
hasarinda MDA seviyesinin arttig1 ve tedavi sonrasinda seviyesinin azaldigi gézlenmistir
(11,144). Yapilan caligmalarda kolit modeli ve kolit dis1 model hasarlanmalarda N-asetil
sistein ve beta glukan verildiginde MDA seviyesinde anlamli azalmanin oldugu goériilmiistiir
(11,12,110). Calismamizda N-asetil sistein, beta glukan ve kombine tedavide MDA diizeyinin
kolit grubuna goére anlamli olarak azaldig1 gozlendi. N-asetil sistein, beta glukan ve kombine
tedavi gruplart birbirleriyle karsilastirildiginda, anlamli olmasada MDA diizeyindeki en ¢ok
diismenin kombine verilen grupta oldugu goézlendi. Sonugta bu da, uygulanan tedavilerin

peroksidasyonu onleyerek kolit de yararli oldugunun gostergesi olabilir.
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Oksidan ve antioksidan sistem arasindaki denge iilseratif kolit’in patogenezinde ve
doku hasar1 ilerlemesinde olduk¢a Onemlidir. Siiperoksid dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz gibi enzimler ile birlikte glutatyon gibi antioksidanlar hiicreleri oksidatif hasara
kars1 korumaktadir. Siiperoksid dismutaz oksidatif strese kars1 dokunun savunmasinda hayati
onem tasimaktadir. Mevcut olan bu enzim siliperoksidden H,O, doniisiim reaksiyonunu
hizlandirir ve serbest radikallerden korunmada 6nemli bir metalloproteindir. Bunun yaninda
SOD enzimi H,0O;‘nin peroksidasyonundan sorumlu bir enzimdir. Yapilan kolit modeli
caligmalarinda; Dong ve ark. Kolit modelinde SOD enzimi aktivasyonunun azaldigin1 ancak
tedavi alan grupta ise SOD aktivasyonunda kolit grubuna gore artis oldugunu gozlemisler
(145). Liu ve ark.’nin yaptig1 diger bir ¢alismada ise TBNS ve etanol ile olusturulmus kolit
modelinde yine benzer SOD aktivite diizeyi elde edilmistir (146).

Bizim ¢alismamizda kolit grubunda asetik asit verilmesiyle siiperoksid dismutaz ve
katalaz diizeylerinin anlamli olarak azaldig1 gosterildi. Bununla birlikte N-asetilsistein, beta
glukan ve kombine tedavi verilmesiyle kalin barsak dokusunda kolit grubuna gore stiperoksid
dismutaz ve katalaz aktivitesinde anlamli derecede artis oldugunu gozledik.

Diger bir antioksidan enzim olan glutatyon peroksidaz (GPx), H,O, ve biiyiik
molekiillii hidroperoksitlerinin indirgenmesinden sorumlu enzimdir. Sitozolde yerlesmis, dort
selenyum atomu igeren tetramerik yapida bir enzimdir. Yakin zamanda aydinlatilmis diger bir
glutatyon peroksidaz enzimi ise ‘Fosfo-Hidroperoksit GPx’ olup, buda zar yapisindaki fosfo
hidroperoksitleri, alkollere indirgeyerek, 6zellikle E vitamini yetersizliginde peroksidasyona
kars1 koruma saglar (147). Calismalarda glutatyon ve glutatyon peroksidaz’in gastrointestinal
sistemde oksidatif stresten koruyucu rolleri oldugu gosterilmistir (115). Iskemi-reperfiizyon,
kimyasal ajanlar, yaslanma ve dejeneratif hastaliklar gibi bir¢ok toksik ve patolojik
durumlarda hiicrelerin oksidatif ve serbest radikal hasarina karsi en 6nemli savunma
mekanizmasi oldugu saptanmistir (148). Tiyol iceren antioksidanlarin mide ve karaciger
iizerine protektif etkileri gdzlenmistir. Satoh ve ark. larida siilthidril bloker benzeri N-
Etilmaleimid ve iyodo-asetamid’ in kalin barsak inflamasyonunu indiikledigini ve bu
siilfthidril iceren {riinlerin kalin barsak i¢in olduk¢a ©nemli bir koruyucu oldugunu
gostermiglerdir (149). Nieto ve ark. da TNBS ile olusturulan kolit modelinde glutatyon
peroksidaz diizeylerinde diisme oldugunu ortaya koymustur (150). Diger yandan Senoglu ve
ark.’nin sepsis modelinde yaptig1 bir ¢aligmada, beta-glukan ve N-Asetilsistein’in profilaktik
olarak uygulanmastyla, b-glukan grubunda SOD aktivitesinin ve antiinflamatuvar sitokin olan
IL-10 seviyesinin, NAC grubundan anlamli olarak yiiksek oldugunu gérmiislerdir (12). Ayni

zamanda Nosal'ova ve ark.’nin kolit modelinde yaptig1 bir calismada ise b-glukanin oral yolla
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profilaktik olarak uygulanmasi ile MPO diizeyi diismesiyle paralel olarak doku hasari
onlenmesinde faydali oldugu saptanmigtir (111).

Calismamizda kolit grubunda, kontrol grubuna goére glutatyon peroksidaz aktivitesi
diisiik olarak saptandi. Tedavi verilen tiim gruplarda ise GPx aktivitesi artmis olarak izlendi.
Ancak NAC verilen grupta GPx aktivitesi en yliksek diizeyde 6l¢iildii. Bunun ise NAC’in
direk olarak glutatyon yapisina girerek GPx enzimi aktivasyonunda artis yapmasina bagl
olabilecegi diisiliniildii. Bu sonu¢ daha 6nceki ¢aligmalarla uyumluydu (109,151-153). Diger
yandan Beta glukanin, NAC ile kombine edilmesinin ek bir yarar saglamamasi, profilaktik

olarak uygulanmamasina bagl olabilecegi diisliniildii.
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6. SONUCLAR

Literatiirde kolit modeli ilizerinde N-Asetilsistein, b-glukan ve kombinasyonunun
karsilastirildig: bir diger calismaya rastlanmamis olup; calismamizin literatiirdeki ilk ¢aligma
oldugu diisiincesindeyiz. Calismamizda AA ile olusturulan kolit modelinde lipid peroksit
gostergesi olan MDA ve inflamatuvar gosterge olan MPO aktivitesinde artis saptandi.
Bununla birlikte antioksidan enzimlerin (SOD, KAT, GPx) aktivitesinde azalma gdzlendi.
Gerek N-Asetilsistein gerek b-glukan veya kombinasyonunun kolit tedavisinde MPO, MDA
diizeylerinde azalmaya; SOD, KAT, GPx aktivitelerinde ise artisa neden oldugu saptandi.

GPX aktivitesini tedavi gruplarindan en fazla NAC’m artirdigini, MPO ve MDA
diizeylerini istatiksel olarak anlamli olmasa da en ¢ok kombine tedavinin azalttigini
gozlemledik. Diger yandan histopatolojik skor ortalamalari, degerlendirildiginde tedavi
gruplarinda kolit grubuna gore diismiis oldugu goézlendi, fakat bu diisiis istatiksel olarak
anlaml degildi. Sonug olarak ¢alismamizda elde edilen bulgularla NAC ve b-glukanin AA ile
olusturulmus kolit modelinde yararli etkileri oldugu sonucuna varildi. Bununla birlikte
kombinasyon tedavisinin NAC ve b-glukanin tek kullanilmasina ek katki saglamadig:
gozlendi. B-glukanin daha ¢ok antiinflamatuvar olarak fayda gosterdigi diisiiniildiigiinde,
proflaktik kulanimlarda daha etkin olabilecegi ve bu nedenle bu konu ile ilgili farkli doz,
siirelerde ve profilaktik tedavi kolunu da iceren baska calismalara ihtiya¢ oldugu sonucuna

varildi.
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